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Sinossi dei geni inclusi nella tesi (tra parentesi gli studi originali in cui le varianti di questi geni sono stati associati a 
diabete tipo 2). In neretto il parametro metabolico cui sono stati recentemente associati 
 
 
1. PPARG: Codifica recettori nucleari che formano etero dimeri con i recettori X retinoidi e regolano la 
trascrizione di vari geni (26). Associato alla sensibilità insulinica  
 
2. KCNJ11: Codifica un canale del potassio trans membrana inward-rectifier che fa entrare il potassio all’interno 
della cellula. E’ controllato da proteine G e associato con il recettore SUR per le sulfaniluree (27). Associato 
alla secrezione insulinica 
 
 
3. TCF7L2: Codifica un fattore di trascrizione coinvolto nella cascata di segnale Wnt (22). Associato alla 
secrezione insulinica 
 
4. HHEX: Codifica un fattore di trascrizione coinvolto nei processi di sviluppo (33). Associato alla secrezione 
insulinica 
 
 
5. SLC30A8: Codifica un trasportatore  dello zinco coinvolto nell’accumulo di zinco nelle vescicole intracellulari. 
E’ espresso nelle isole di Langerhans e localizza con l’insulina nei granuli secretori delle cellule INS-1 (33). 
Associato alla secrezione insulinica 
 
6. CDKAL1: Codifica una metiltiotransferasi, dalla funzione non nota. Probabilmente influenza la produzione di 
ATP nella beta cellula (30,32,34,35). Associato alla secrezione insulinica 
 
 
7. IGF2BP2: Codifica un membro della famiglia delle IGF-II mRNA-binding protein  (IMP). Lega la 5' UTR del 
mRNA dell’insulin-like growth factor 2 (IGF2) e regola la traslazione di IGF2 (30,32). Associato alla 
secrezione insulinica 
 
8. CDKN2A/B: Codifica inibitori della CDK4 chinasi e modifica p53 influenzando il ciclo cellulare. 
Frequentemente deleto o mutato in numerosi tumori (30).  Associato alla secrezione insulinica 
 
 
9. FTO: Codifica una proteina nucleare la cui funzione non è nota. E’ associato a un aumentato introito di 
alimenti (31). Associato al BMI.  
 
10. WFS1: Codifica una proteina trans membrana del reticolo endoplasmatico espressa maggiormente nel cervello, 
pancreas, cuore (24). Associato alla secrezione insulinica 
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11. JAZF1: Codifica una proteina nucleare che funziona da repressore trascrizionale. Le aberrazioni cromosomiche 
che lo coinvolgono sono associate ai tumori stromali dell’endometrio (37). Associato alla secrezione 
insulinica 
 
12. CDC123/CAMK1D: Codifica per un fattore che influenza il ciclo cellulare/ Codifica per una proteina coinvolta 
nella funzione dei granulociti mediante la trasduzione del segnale delle chemochine (37).  Associato alla 
secrezione insulinica 
 
13. TSPAN8/LGR5: Codifica un membro della famiglia delle tetraspanine, che mediano la trasduzione del segnale 
durante i processi di sviluppo. Espresso in molti tumori/Codifica il marker più noto delle cellule staminali 
intestinali. Espresso nei tumori del colon-retto (37). Associato alla secrezione insulinica 
 
 
14. THADA: Codifica una proteina coinvolta nell’apoptosi. Identificato inizialmente negli adenomi tiroidei, è stato 
successivamente associato alla sindrome dell’ovaio policistico in una popolazione cinese (37). Associato alla 
secrezione insulinica 
 
15. ADAMTS9: Codifica una metallo-proteinasi che appartiene a una famiglia di proteine coinvolte nel clivaggio 
dei proteoglicani, nell’organogenesi e nell’inibizione dell’angiogenesi (37). Associato alla sensibilità 
insulinica 
 
 
16. NOTCH2: Codifica una proteina trans membrana coinvolta nei processi di sviluppo (37). Associato alla 
insulinemia a digiuno.  
 
17. MTNR1B: Codifica un recettore della melatonina, associate a proteina G. Blocca la via dell’adenilato-ciclasi 
(41). Associato alla secrezione insulinica 
 
 
18. GCK: Codifica un’esochinasi che fosforila il glucosio in G6P, la prima reazione del metabolismo del glucosio 
(23). Associato alla secrezione insulinica 
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Introduzione 
 
Il diabete mellito tipo 2 rappresenta oggi la 4a - 5a causa di morte nel mondo, nonché un enorme problema sanitario ed 
economico (costi diretti e indiretti) per la maggior parte delle società del ventunesimo secolo, anche in considerazione 
delle complicanze croniche a esso correlate. Il diabete mellito tipo 2 è una patologia in rapida espansione sia nei paesi 
industrializzati sia nei paesi emergenti: circa il 6.6% della popolazione adulta mondiale è affetta da diabete mellito tipo 
2 (International Federation of Diabetes. IDF diabetes atlas. http://www.diabetesatlas.org), e le stime più aggiornate 
prevedono che, in mancanza di opportune strategie preventive, il numero totale di soggetti diabetici salirà a 552 milioni 
nel 2030 (1). Lo spettro della malattia diabetica si sta modificando, con il coinvolgimento di fasce sempre più giovani 
della popolazione. Gli elementi alla base di questo processo evolutivo sono spesso identificati con un rapido 
cambiamento sociale e culturale, l’invecchiamento della popolazione, l’urbanizzazione, una dieta ipercalorica 
facilmente accessibile e un’insufficiente attività fisica: tali fattori favoriscono infatti l’insorgenza di obesità e di 
insulino-resistenza.  
In tale scenario non appare più sufficiente una strategia di prevenzione secondaria delle complicanze croniche micro- e 
macrovascolari, ma è indispensabile organizzare programmi di prevenzione primaria indirizzati alla popolazione 
generale e ai gruppi di soggetti ad alto rischio di sviluppare un’alterazione del metabolismo glucidico, per arrivare 
successivamente a identificare il reale profilo di rischio individuale.  
A tal fine è necessario caratterizzare in modo più accurato una patologia di per sé eterogenea. Infatti i classici fattori di 
rischio spiegano solo in parte l’epidemiologia della malattia diabetica. Studi condotti in gruppi familiari e in gemelli 
mono- e dizigoti suggeriscono la presenza di una predisposizione genetica al diabete tipo 2 e ai suoi fattori di rischio, 
anche se nel contesto familiare è spesso arduo discernere quanto la segregazione di una patologia sia riferibile a uno 
specifico background genetico e quanto a un milieu condiviso.  
Le tecniche di mappaggio genetico che negli ultimi 30 anni hanno consentito l’identificazione dei geni responsabili 
delle patologie mendeliane non sono applicabili alle patologie comuni non mendeliane (es. diabete mellito tipo 2, 
ipertensione arteriosa, malattie cardiovascolari) (2,3).  
Classico è stato l’approccio dei geni candidati, che ha il vantaggio di fornire una plausibilità biologica immediata per 
un’eventuale associazione, basata sulle conoscenze disponibili (hypothesis-driven). Di contro, esso non è in grado di 
evidenziare meccanismi non ancora identificati. 
Un contributo fondamentale all’esplorazione dell’architettura genetica delle patologie comuni è stato fornito dal 
sequenziamento del genoma umano (4) e dalla successiva caratterizzazione (HapMap project) delle sue più comuni 
varianti (5-7), che coinvolgono lo 0.1% del totale – in media una variante ogni 1000 basi (8). La disponibilità di 
tecnologie innovative ha successivamente consentito di testare in un unico esperimento centinaia di migliaia di varianti 
genetiche in migliaia di individui e ha gettato le basi per l’avvento degli studi di associazione su scala genomica 
(genome-wide association study, GWAS) (9). Questi ultimi sono hypothesis-free, in quanto non si affidano a 
conoscenze fisiopatologiche precedenti, e hypothesis generating, poichè identificano nuovi potenziali meccanismi 
patogenetici.  
Il primo GWAS pubblicato ha riportato l’associazione di una variante genetica con la degenerazione maculare senile 
(10), e successivamente sono stati disponibili GWAS sul cancro della prostata e della mammella, sul morbo di Crohn, 
sulla coronaropatia, sul diabete e su altre patologie e fenotipi (11). 
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Studi di associazione su scala genomica (GWAS) 
 
Principi basilari 
I GWAS si basano sul principio common disease, common variant  (CD-CV), proposto negli anni ’90 da Lander (12): 
l’ereditarietà delle patologie comuni è influenzata da varianti genetiche comuni nella popolazione (frequenza > 0.05), 
ciascuna con un piccolo effetto nella patogenesi della malattia, nell’ipotesi che il modesto effetto fenotipico non abbia 
determinato una stringente selezione naturale negativa.  
Le varianti più comuni sono i single nucleotide polymorphisms (SNP), che consistono nella variazione di una singola 
base nella sequenza genetica tra individui diversi (Figura 1): è stato stimato che nel genoma umano esistono circa 10 
milioni di SNP (13). La maggior parte dei SNP è biallelica, cioè presente in due forme alternative, ereditate in modo 
mendeliano.  
 
Figura 1. Uno SNP è la variazione di una singola base nella sequenza del DNA e fa parte della normale diversità 
genetica in una popolazione  
 
Dal website del Broad Institute 
 
Il genoma umano, se si escludono le regioni ad alto tasso di ricombinazione, è organizzato in aplotipi, blocchi di linkage 
disequilibrium (LD) con sequenze di SNP altamente correlate nell’ambito di una popolazione (14): ciò consente di 
ricostruire la maggior parte della variabilità di questi blocchi utilizzando un sottogruppo di SNP selezionati e 
informativi, i cosiddetti tag-SNP (Figura 2).  
Il primo catalogo di SNP ottenuto dal progetto HapMap è stato pubblicato nel 2005 e comprendeva più di un milione di 
SNP comuni, caratterizzati in 269 famiglie di tre gruppi etnici maggiori (5-7). A partire da tale elenco sono stati 
progettati i microarray utilizzati per la determinazione del genotipo di molteplici SNP in parallelo sugli stessi campioni. 
Gli SNP caratterizzati in un GWAS (tag-SNP, SNP scelti in modo random, o una combinazione dei precedenti) 
dipendono dalla piattaforma utilizzata: attualmente le piattaforme comprendono da 500.000 a 1.000.000 di SNP e 
garantiscono una copertura della variabilità del genoma umano che dipende anche dall’etnia studiata (es. europei e 
africani hanno un diverso pattern di LD).  
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Figura 2. Blocchi di linkage disequilibrium. Ogni rombo rappresenta la correlazione (r2) tra ogni coppia di SNP: quelli 
più scuri indicano un più forte linkage disequilibrium.  
 
 
 
 
 
 
 
La maggior parte degli SNP disponibili nelle piattaforme in commercio non influenza la struttura di proteine note e non 
modifica l’espressione di specifici geni. Da ciò consegue che se uno di questi SNP è associato in modo consistente con 
una patologia può essere incluso in un modello prognostico, ma non da alcuna informazione sulla relazione di causa-
effetto con il fenotipo in studio. Per avere maggiori informazioni sulla variante o sulle varianti effettivamente coinvolte 
(varianti funzionali, verosimilmente in LD con lo SNP associato alla malattia e incluso nella piattaforma) e sui 
meccanismi biologici responsabili, sono necessari studi successivi. In alternativa, resta valida l’ipotesi che non sia 
attualmente conosciuta la funzione della regione di DNA in cui è localizzato un certo SNP associato in modo 
consistente a una patologia.  
L’ereditarietà delle malattie comuni non è tuttavia spiegabile completamente con i SNP comuni, i soli esplorati dagli 
attuali GWAS; potrebbero essere coinvolte anche varianti genetiche più rare (frequenza < 0.05), oppure polimorfismi 
diversi, come le varianti del numero di copie (CNV). Le CNV ereditate di tratti variabili di DNA (kilo- mega-basi) 
coprono circa il 12% del genoma (15) e  possono consistere in delezioni, cioè perdite di porzioni di genoma, o 
duplicazioni/amplificazioni, cioè copie in eccesso di segmenti di DNA (Figura 3). Le CNV potrebbero influenzare il 
dosaggio genico, i siti di legame per fattori di trascrizione, la trascrizione di micro-RNA. Non appena disponibile un 
catalogo completo delle CNV, saranno probabilmente allestiti GWAS ad hoc per lo studio dell’associazione delle CNV 
con patologie di interesse.   
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Figura 3. Rappresentazione schematica delle CNV. 
 
Da Wain LV et al. The Lancet 2009 (374): 340–350 
 
Locus biallelico (in grigio) e loci flanking (in verde e blu) con variazione dovuta a  
(A) delezione. 
(B) duplicazione (i) normale numero di copie, (ii) variazione eterozigote (iii) variazione omozigote.  
(C) Locus multiallelico con (i) normale numero di copie, (ii) multiple dublicazioni in un cromosoma e una delezione sul 
cromosoma omologo, (iii) duplicazione su un cromosoma in assenza di delezione sul cromosoma omologo, (iv) 
multiple duplicazioni in un cromosoma in assenza di delezione sul cromosoma omologo, (v) una duplicazione su 
entrambi i cromosomi omologhi, (vi) una duplicazione su un cromosoma e multiple duplicazioni sul cromosoma 
omologo, (vii) multiple duplicazioni su entrambi i cromosomi omologhi.  
Non sempre le duplicazioni sono contigue.  
 
 
Disegno dei GWAS e analisi statistica 
I GWAS hanno un classico disegno “caso-controllo”: i casi sono scelti a seconda della patologia di interesse, mentre i 
controlli sono esenti dalla malattia e da altri fattori a essa associati. Quando il fenotipo di interesse è quantitativo (es. 
BMI, glicemia a digiuno, pressione arteriosa), ne deve essere garantita una certa variabilità tra i soggetti arruolati nello 
studio. La scelta dei controlli non sempre è facile, per la presenza di fattori confondenti (età, genere, stratificazione 
della popolazione, ecc.) che possono generare associazioni spurie (non causali), da prevenire, quando possibile, con 
opportuni accorgimenti statistici. In presenza di una stratificazione misconosciuta nella popolazione (diversi gruppi 
etnici con un’incidenza potenzialmente diversa della patologia), varianti con frequenza etnia-specifica possono essere 
associate in modo spurio alla patologia. Allo stesso modo legami occulti di parentela possono rendere difficoltosa e 
fuorviante l’interpretazione dei risultati.  
Il reclutamento di casi con manifestazione precoce di malattia (per includere soggetti con una maggiore componente 
genetica) e l’inclusione di soggetti con fenotipi “estremi” (compresi “i supercontrolli”) sono strumenti potenziali per 
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identificare varianti con un effetto maggiore in campioni di numerosità più contenuta, ma i risultati non sono 
immediatamente traslabili alla popolazione generale.  
L’associazione di un genotipo con un fenotipo viene studiata mediante l’analisi della varianza che confronta la 
distribuzione del fenotipo nei tre genotipi AA, Aa, e aa. In alternativa, per l’analisi delle variabili continue (es. glicemia, 
pressione arteriosa) è utilizzato un modello di regressione lineare (genotipo AA=2, Aa =1 e aa=0; modello additivo), e il 
coefficiente di regressione della variabile X  rappresenta la variazione media del tratto di interesse per ogni copia 
dell’allele di rischio. L’associazione genetica può essere corretta per le covariate ritenute significative, da includere 
nell’equazione di regressione.  
Quando il fenotipo studiato è una variabile categorica (es. diabete, ipertensione) può essere utilizzato un test χ2 con una 
tabella di contingenza 2 (casi e controlli) × 3 (AA, Aa, aa) oppure un modello di regressione logistica per includere le 
covariate o per testare interazioni multiple tra SNP o tra SNP e altre covariate. Possono essere infine testati modelli 
genetici alternativi a quello additivo - il modello dominante (AA+Aa vs. aa) o quello recessivo (AA vs. Aa + aa) – ma 
l’interpretazione di questi ultimi è più problematica, specie in assenza di un chiaro meccanismo biologico.   
Per ciascuno SNP presente nella piattaforma utilizzata viene testata l’ipotesi nulla che non sussista un’associazione tra 
la variante e il fenotipo di interesse contro l’ipotesi alternativa della presenza dell’associazione. Generalmente viene 
utilizzato l’approccio statistico frequentista, che considera il valore della P, la probabilità, in assenza di un’associazione,  
di osservare una correlazione maggiore di quanto stimato dai dati. In presenza di un’associazione vera il valore della P è 
molto basso: un valore della P minore di una soglia predefinita è considerato un indice a favore di un’associazione 
plausibile, da verificare ulteriormente. Stabilire il livello di significatività non è tuttavia esente dal rischio di rifiutare 
un’ipotesi nulla quando è vera (errore di tipo I) o, viceversa, di accettarla quando è vera l’ipotesi alternativa (errore di 
tipo II). La scelta del valore soglia della P deve anche tener conto dell’esecuzione di test multipli (quando si testano 
500.000 ipotesi nulle sale drammaticamente la probabilità di associazioni false positive). Poiché la correzione di 
Bonferroni (divisione del livello di significatività 0.05 per il numero di test condotti) impone valori di P < 10−6  (16), 
sono stati proposti algoritmi e metodi statistici alternativi per non ridurre in modo eccessivo il potere statistico dei 
GWAS (17).  
In generale, il potere statistico di uno studio dipende dalla numerosità del campione e dalla dimensione dell’effetto della 
variante in studio: è stato stimato che un campione di 1000 casi e 1000 controlli consente di identificare un allele con un 
odds ratio di 1.5 con un potere statistico dell’80% quando l’allele è comune (frequenza del 5%). Per aumentare la 
dimensione del campione dei GWAS spesso si ricorre a meta-analisi degli studi precedenti, che riescono a individuare 
associazioni non statisticamente significative nei singoli studi (18). 
 
 
Studi di replicazione 
L’alto tasso di falsi positivi (per l’esecuzione di test statistici multipli, per la stratificazione della popolazione e per 
possibili errori di campionamento del DNA) impone di verificare i risultati dei GWAS in successivi studi indipendenti: 
in questi possono essere utilizzati criteri di significatività meno stringenti poiché il numero di test multipli eseguiti è 
molto inferiore. Per replicare correttamente un risultato deve essere studiata l’associazione degli stessi SNP (o di SNP 
diversi, ma in forte LD con i primi) con il medesimo fenotipo (definito con gli stessi criteri) in popolazioni 
geneticamente simili a quelle originariamente studiate. Al contrario, se si tenta di replicare un’associazione in una 
popolazione geneticamente diversa un risultato positivo rafforza la validità dell’associazione, ma un risultato negativo 
non può essere considerata una prova di falsa positività.  
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Un limite importante del disegno “caso-controllo” dei GWAS è la mancanza di dettagliate informazioni 
sull’esposizione nel tempo a fattori ambientali, fondamentale nella patogenesi della maggior parte delle patologie 
multifattoriali. Nell’attesa di futuri GWAS condotti in coorti di popolazione per ovviare a tale limite, oggi 
un’opportunità unica per testare l’interazione tra genotipi diversi e tra genotipi e fattori ambientali è fornita dagli studi 
indipendenti in cui si replicano le associazioni originariamente individuate dai GWAS. Nonostante il potere statistico di 
questi studi sia più limitato per i fenotipi dicotomici (per il numero limitato di casi), essi offrono spesso misurazioni 
longitudinali di una vasta gamma di tratti quantitativi (es. glicemia a digiuno, pressione arteriosa, BMI) e dati accurati 
sullo stile di vita, consentendo una valutazione più realistica di un effetto combinato di geni e ambiente. In questo tipo 
di studi la numerosità del campione necessaria dipende dalla frequenza degli alleli, dall’entità dell’effetto principale dei 
singoli fattori e dall’entità dell’interazione tra i fattori coinvolti. Di fondamentale importanza sono i parametri utilizzati 
per esprimere i fattori di esposizione (es. dieta, esercizio fisico) e gli out come (es. secrezione insulinica, insulino-
resistenza). Infatti l’errore di misurazione introdotto dalla utilizzazione di parametri non adeguatamente precisi e 
rappresentativi può attenuare l’effetto vero e richiedere una maggiore dimensione del campione per identificare 
un’associazione statisticamente significativa. 
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Geni associati a diabete mellito tipo 2 
 
Alla patogenesi del diabete mellito tipo 2 concorrono la disfunzione della beta cellula e la ridotta sensibilità insulinica 
dei tessuti periferici (19). La forma “comune” di diabete tipo 2 è ritenuta tuttavia una patologia eterogenea in cui fattori 
ambientali intervengono in un contesto ereditario di predisposizione poligenica.  
In contrapposizione alle forme monogeniche (MODY e diabete neonatale), in cui una singola mutazione (rara) è 
necessaria e sufficiente per l’insorgenza di diabete (pur essendo presente una certa variabilità legata a diversa 
penetranza), si ritiene che nella forma comune della malattia numerosi geni, ciascuno con un contributo minore, 
concorrano all’esordio e alla storia naturale dell’alterazione metabolica.  
Gli unici due geni associati a diabete tipo 2 mediante studi di linkage sono il gene della calpaina 10 (20,21), che 
influenza la sensibilità insulinica, e TCF7L2 (22), che influenza la secrezione insulinica.  
Tra i geni candidati, i geni MODY sono stati ampiamente studiati per verificare se varianti comuni potessero avere un 
ruolo nella patogenesi del diabete tipo 2. I dati più recenti sembrano confermare l’associazione con diabete tipo 2 di 
alcune varianti di HNF4A e di TCF2 (che codifica HNF1-beta) e l’associazione con la glicemia a digiuno di uno SNP a 
livello del promotore di GCK (23,24). Più inconsistenti i risultati a carico degli altri geni MODY.  
Altri geni candidati sono stati identificati tra quelli responsabili di sindromi cliniche che comprendono, tra le altre  
manifestazioni, anche il diabete mellito. Un tipico esempio è costituito dall’associazione tra diabete e alcune varianti di 
WFS1 (gene associato alla sindrome di Wolfram), che codifica una proteina coinvolta nei flussi di calcio a livello del 
reticolo endoplasmatico (25).  
Fino al 2007 i geni principali associati a diabete tipo 2 erano solo tre: PPARG, KCJN11 e TCF7L2.  
Il gene PPARG codifica per il recettore nucleare PPARγ, prevalentemente espresso nel tessuto adiposo. Uno SNP che 
modifica una prolina in alanina (presente nel 15% degli europei) aumenta la sensibilità insulinica e esercita un effetto 
protettivo nei confronti del diabete tipo 2 (26). 
Il gene KCNJ11 codifica per il canale del potassio Kir6.2 sensibile all’ATP che si associa al recettore della sulfanilurea 
SUR1 (ABCC8) e influenza la secrezione insulinica stimolata dal glucosio. Un polimorfismo di questo gene (E23K) è 
stato associate a una modesta alterazione della secrezione insulinica e al diabete tipo 2 (27). Un’altra mutazione rara 
dello stesso gene determina una forma severa di diabete neonatale (28), attivando il canale in misura maggiore della 
variante E23K.  
Il gene TCF7L2 a oggi mantiene l’associazione più forte con diabete tipo 2 (22): TCF7L2 codifica per un fattore di 
trascrizione che concorre alla cascata del segnale Wnt. L’eterodimerizzazione di TCF7L2 con la β-catenina promuove 
la trascrizione di molteplici geni, compreso il proglucagone a livello intestinale. Le varianti di rischio di TCF7L2 sono 
associate a un’alterazione della secrezione insulinica e, in particolare, è stato ipotizzato che influenzino l’effetto di 
GLP-1 e GIP sulla secrezione insulinica (29) e che siano coinvolte nella proliferazione delle beta cellule. 
La genetica del diabete tipo 2 ha vissuto una svolta epocale con l’avvento dei GWAS che hanno confermato il ruolo 
preponderante di TCF7L2 e hanno messo in evidenza nuovi geni (Figura 4).  
La maggior parte dei geni emersi dai primi GWAS sul diabete tipo 2 (SLC30A8, HHEX, CDKAL1,  IGF2BP2, 
CDKN2A/B) è coinvolta nell’alterazione della funzione della beta cellula e svolge  un ruolo, più o meno definito, nel 
meccanismo sensore di gluco-tossicità delle isole pancreatiche, nell’apparato secretorio della beta cellula, nei processi 
di sviluppo pancreatico, nella proliferazione cellulare (30-35). Alcuni di questi geni erano già noti per il coinvolgimento 
in processi di organogenesi e in alcuni tumori.  
Al contrario, dai primi GWAS sul diabete non è emerso alcun gene legato alla sensibilità insulinica.  
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L’associazione con diabete di FTO, fat mass obesity gene, espresso a livello dell’ipotalamo e del tessuto adiposo, 
sembra tuttavia mediata, almeno in parte, dalla predisposizione a un maggiore BMI,  determinando con meccanismi non 
ancora definiti, un maggiore introito calorico (31).  
Una possibile spiegazione della scarsità di geni in associazione alla sensibilità insulinica può essere il ruolo 
preponderante dei fattori ambientali su questa componente oppure un bias di selezione per l’esclusione dei soggetti più 
obesi ed insulino-resistenti (36). Non è possibile, tuttavia, escludere un’architettura genetica diversa da quella della 
funzione beta cellulare, scarsamente valutabile con l’approccio dei GWAS.  
Infatti i GWAS sono disegnati per individuare varianti comuni con effetti modesti e hanno già dimostrato di non essere 
in grado di catturare alcuni geni emersi dagli studi di linkage che hanno, al contrario, una maggiore probabilità di 
trovare varianti rare con effetti maggiori.   
In considerazione dell’effetto modesto delle varianti identificate dai primi GWAS sul diabete, il passo successivo è stato 
ampliare la numerosità dei soggetti analizzati avvalendosi di meta-analisi degli studi precedenti (37,38). Anche in 
questo caso, la maggior parte dei nuovi geni emersi in associazione a diabete tipo 2 sembra influenzare la secrezione 
insulinica ed era precedentemente nota per il coinvolgimento nei processi di sviluppo e in alcune neoplasie.  
Le meta-analisi hanno tuttavia messo in evidenza alcuni polimorfismi associati alla sensibilità insulinica nei già noti 
PPARG e FTO, ma anche in GCKR, IGF1 e KLF14 (38).  
Le varianti genetiche individuate dai primi GWAS e dalle meta-analisi sulle popolazioni caucasiche sono state 
variamente replicate in altre popolazioni a livello mondiale. I risultati non sempre concordanti possono riflettere 
problemi metodologici, legati a pattern diversi di linkage disequilibrium, ma non escludono una diversa predisposizione 
genetica al diabete delle popolazioni analizzate, come suggerito dai più recenti GWAS eseguiti nei soggetti 
afroamericani e nelle popolazioni dell’Est asiatico.   
Lo studio successivo della variabilità “fisiologica” della glicemia a digiuno e della glicemia a 2 ore dopo OGTT con 
appositi GWAS (39, 40) ha migliorato ulteriormente la nostra comprensione della genetica del diabete, esplorato in 
precedenza solo come variabile dicotomica. Il primo gene identificato in associazione alla glicemia a digiuno, 
MTNR1B1, codifica per uno dei due recettori della melatonina (41) ed è stato poi associato a diabete tipo 2.  
La maggior parte dei polimorfismi associati alla glicemia a digiuno e alla glicemia a 2 ore influenza la funzione beta 
cellulare, mentre, ancora una volta, sono scarsi quelli che influenzano la sensibilità insulinica.   
Inoltre non tutti i loci associati alla glicemia a digiuno e alla glicemia a 2 ore nel range dei valori fisiologici sono  anche 
associati ai valori patologici e al rischio di diabete. Un importante corollario, i cui meccanismi dovranno essere 
ulteriormente approfonditi, è che, a parità di effetto sulla glicemia, le varianti genetiche possono conferire un rischio 
molto diverso di diabete. 
I geni che influenzano la glicemia a digiuno e la glicemia a 2 ore sono coinvolti nella trasduzione del segnale, nella 
proliferazione cellulare e nei processi di sviluppo, negli apparati sensori del glucosio e nella regolazione del ritmo 
circadiano. 
Infine, nel tentativo di identificare nuove varianti genetiche associate alla sensibilità insulinica, è stato recentemente 
condotto un GWAS sul BMI, che ha identificato polimorfismi associati con l’insulinemia a digiuno, maggiori livelli di 
trigliceridi e minori livelli di HDL-C, un pattern suggestivo di insulino-resistenza (42).  
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Figura 4. Geni associati a diabete mellito tipo 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Modificato da Wheeler et al. Brief Funct Genomics. 2011;10 (2):52-60 
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Metodologie di laboratorio per lo studio dei geni associati al diabete 
 
 
Popolazioni analizzate 
MPP study (Malmö Preventive Project): è uno studio di popolazione iniziato a Malmö (Svezia) nel 1974 per la 
prevenzione dei fattori di rischio cardiovascolare e dell’abuso di alcool (43). I soggetti erano stati invitati a partecipare a 
un programma di screening a largo spettro, che comprendeva una visita clinica e l’esecuzione di una serie di esami 
ematochimici. Era stato inoltre somministrato un questionario sullo stile di vita e sulle malattie precedenti. Nel periodo 
1974-1992 hanno partecipato allo screening 33.346 soggetti (33% donne; età media 49 anni): gli uomini sono stati 
arruolati più precocemente (1974-1982) delle donne (1981-1992). In 18.900 soggetti arruolati in modo consecutivo era 
stato eseguito un test di tolleranza al glucosio orale (OGTT). Dei soggetti che hanno partecipato allo screening iniziale 
4.931 sono deceduti e 551 persi al follow-up. Circa il 25% dei soggetti è stato protagonista di diversi studi di intervento 
(modifiche dello stile di vita e terapie farmacologiche). Dei soggetti arruolabili, 25.000 sono stati invitati ad una visita 
di follow-up negli anni 2002–2006 (visita clinica più determinazione della glicemia a digiuno e del profilo lipidico, 
raccolta del DNA): solo 17.284 persone hanno risposto all’invito. 
 
Botnia Prospective study: il Botnia study è stato iniziato nel 1990 sulla costa occidentale della Finlandia per 
identificare i geni che aumentano la suscettibilità a diabete tipo 2 nei membri di famiglie in cui era presente il diabete 
(44). A oggi hanno partecipato al progetto circa 11000 soggetti appartenenti a 1400 famiglie. Gli obbiettivi di questo 
studio sono: identificare le alterazioni precoci nei soggetti a rischio di sviluppare il diabete tipo 2; identificare le 
alterazioni genetiche che predispongono al diabete e i meccanismi responsabili; cercare di prevenire lo sviluppo di 
diabete tipo 2.  
La parte prospettica di questo progetto (45) includeva 2.770 soggetti non diabetici e/o i loro partner (54.4% donne; età 
media 45 anni), 138 dei quali hanno sviluppato il diabete tipo 2 durante il  periodo di follow-up (mediana di 7.7 anni).  
A tutti i soggetti erano stati forniti consigli sull’esercizio fisico e su una dieta corretta. Dopo 2-3 anni è stato ripetuto 
l’OGTT. 
 
PPP Botnia study (Prevalence, Prediction and Prevention of T2D): è uno studio di popolazione condotto dal 2004 
nella regione di Botnia della Finlandia occidentale e disegnato per ottenere una stima accurata della prevalenza del 
diabete e dei suoi fattori di rischio, dell’alterata tolleranza al glucosio e della sindrome metabolica in questa 
popolazione e per usare queste informazioni per predire e prevenire la malattia (46). Mediante i registri della 
popolazione è stato selezionato in modo random un campione di soggetti rappresentativo di circa il 10% della 
popolazione dai 18 ai 74 anni.   
 
FUSION study (Finland–United States Investigation of Non-insulin-dependent Diabetes Mellitus Genetics): è uno 
studio che comprende 495 famiglie con diabete tipo 2 diagnosticato in almeno due fratelli (o sorelle) che non avessero 
parenti di primo grado con diabete tipo 1 (47). In un sottogruppo di famiglie sono stati selezionati un coniuge e un 
discendente che sono stati sottoposti a un frequently sampled intravenous glucose tolerance test (FSIGT). Un FSIGT è 
stato completato con successo per almeno due discendenti non diabetici in 156 famiglie con un coniuge non diabetico e 
senza storia di diabete tipo 1 tra parenti di primo grado. Lo scopo è mappare e identificare geni che predispongono a 
diabete tipo 2 e che influenzano tratti intermedi a esso associati. 
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Helsinki Birth Cohort study (HBCS): La coorte originaria includeva 8760 soggetti, nati in ospedale a Helsinki da 
parti non gemellari nel decennio 1934 – 1944 (48). Dai registri storici disponibili sono state ottenute dettagliate 
informazioni sulla nascita (peso, lunghezza, circonferenza della testa, peso della placenta) e sullo stato di salute 
successivo (incluse ripetute misurazioni di peso e altezza dall'età di 6 mesi all'età di 11 anni). Erano inoltre disponibili 
informazioni relative alle madri: età, parità, altezza e peso, data dell'ultima mestruazione. Questi dati sono stati 
combinati con quelli derivati dai registri ospedalieri nazionali e dai registri di mortalità. In tal modo è stato possibile 
indagare l’effetto delle caratteristiche precoci dei soggetti arruolati sull’incidenza di patologie dell’età adulta (malattie 
coronariche, ipertensione, diabete tipo 2). Da tale coorte nel periodo 2001 – 2004 sono stati selezionati in modo random 
2003 soggetti, sottoposti a una visita clinica (determinazione di peso e altezza, misurazione della pressione arteriosa, 
esecuzione di un ECG, somministrazione di questionari su malattie precedenti, contesto sociale e attività fisica, 
misurazione del profilo lipidico), e a una curva da carico orale con 75 g di glucosio (OGTT). 
 
METSIM study (METabolic Syndrome In Men): è uno studio di popolazione cross-sectional tuttora in corso nella 
città di Kuopio, nella Finlandia orientale (popolazione 95.000 abitanti), che ha arruolato uomini dai 45 ai 70 anni (49). 
L’obbiettivo primario dello studio è indagare l’effetto di SNP in geni di interesse per il rischio di diabete tipo 2 e per le 
malattie cardiovascolari.  A tutti i partecipanti è stata chiesta la presenza di malattie precedenti e l’anamnesi 
farmacologica. Inoltre è stata valutata la presenza di fattori di rischio cardiovascolari.  
 
GENFIEV study: è uno studio italiano multicentrico (14 centri nel territorio nazionale) disegnato per arruolare soggetti 
con IFG e/o IGT nel tentativo di identificare le caratteristiche fenotipiche e genotipiche che ci consentano di individuare 
i soggetti a elevato rischio di diabete tipo 2 (50). È stato eseguito un arruolamento opportunistico per mezzo di uno 
screening su soggetti inviati a centri di diabetologia per il loro rischio potenziale di diabete tipo 2. In totale sono stati 
arruolati 1017 soggetti in un periodo di 3 anni (2003-2005). Tutti i soggetti sono stati sottoposti a una visita clinica 
completa di esami ematochimici e a coloro che non avevano una diagnosi nota di diabete è stato somministrato un test 
da carico con 75 g di glucosio per os (OGTT). E’ stato inoltre eseguito un prelievo per l’estrazione del DNA.  
 
 
Metodo classico per l’estrazione del DNA  
In accordo alla metodica descritta da Blin e Stafford (51) è necessario un prelievo in EDTA per l'estrazione del DNA 
leucocitario. Due aliquote di 5 mL ottenute da ciascun campione sono poste in tubi falcon sterili e trattate con 45 mL di 
soluzione contenente Tris 20 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM e Triton X100. I campioni sono miscelati e incubati in 
ghiaccio per 15 minuti, quindi centrifugati a 3000 RPM (rotazioni per minuto) per 15 minuti alla temperatura di 4°C. 
Eliminato il sovra natante, il pellet viene nuovamente sospeso nella soluzione TE/NaCl/Triton, agitato, incubato a 4°C 
per 15 minuti e centrifugato a 3000 RPM per 15 minuti. Il nuovo pellet così ottenuto è sospeso in 2.5 mL di soluzione 
contenente Tris 20 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM e trasferito in provette di vetro sterili. Si aggiungono 150 µL di 
proteinasi K (10 mg/mL) e 100 µL di sodio dodecil solfato (SDS) al 10% allo scopo di degradare le proteine residue. I 
campioni sono quindi incubati per tutta la notte a 37°C, si aggiunge 1 mL di NaCl saturo e si coprono le provette con 
parafilm. Il giorno successivo i campioni sono agitati per almeno 15 secondi e centrifugati a 2500 RPM per 15 minuti 
(4°C). Il sovra natante limpido, contenente il DNA, è raccolto evitando accuratamente di aspirare le proteine precipitate 
e trasferito in provette di vetro sterili. I campioni sono di nuovo agitati per almeno 15 secondi e successivamente 
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centrifugati a 2500 RPM per 15 minuti. Raccolto il sovra natante, viene aggiunta una quantità doppia in volume di 
etanolo assoluto; questa procedura permette di ottenere la precipitazione del DNA. Le provette, coperte con parafilm, 
sono agitate delicatamente fino alla visualizzazione di una nubecola biancastra che tende a raccogliersi a gomitolo, il 
DNA. Il gomitolo è raccolto sulla estremità di una pipetta Pasteur uncinata e lasciato asciugare sotto una lampada o 
all’aria, in ambiente sterile. Le pipette Pasteur, con il DNA essiccato sono poste in eppendorf contenenti 100 µL di TE 
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM) a pH 8.0 e lasciate a 37°C per almeno due ore. Disciolto il DNA nella soluzione, le pipette 
Pasteur sono rimosse e i campioni conservati a 4°C, per pochi mesi, oppure a -20°C, temperatura alla quale si 
mantengono inalterati per lunghi periodi.  
Il DNA estratto da leucociti viene tarato utilizzando uno spettrofotometro per valutare la concentrazione e la purezza dei 
campioni. Il rapporto tra l'assorbanza a 260 nm e l'assorbanza a 280 nm (A260/A280) è usato come misura qualitativa 
della purezza del DNA: un campione è considerato puro quando il rapporto A260/A280 è compreso tra 1.7 e 2.0. Se il 
rapporto è inferiore o superiore, esistono contaminazioni rispettivamente di proteine o di RNA che possono interferire 
nelle successive analisi. Con questa metodica è possibile ottenere approssimativamente 500 ng/µL di DNA da ogni 
campione (5 mL) di sangue. 
 
 
Metodi di determinazione del genotipo  
Lo screening su scala genomica dei SNP utilizza tecnologie caratterizzate da pochi passaggi con automatizzazione sia 
degli step successivi che dell’analisi finale dei risultati (52).   
 
 
1. Discriminazione allelica mediante tecnologia TaqMan 
Consiste in una PCR che si avvale di una 5′ nucleasi (TaqMan) e di sonde costituite da un oligonucleotide marcato con 
un reporter dye fluorescente e un quencher dye. Per consentire una discriminazione allelica più accurata le sonde sono 
progettate in modo da avere un’ampia differenza tra la Tm (melting temperature) della sonda complementare (matched) 
e non (mismatched), Durante la PCR ogni sonda si lega in modo specifico alla sequenza complementare compresa tra i 
primer forward e reverse; quando la sonda è intatta il quencher è in prossimità del reporter e ne maschera la 
fluorescenza. La TaqMan DNA polimerasi è in grado di clivare solo le sonde completamente ibridizzate al filamento di 
DNA. Il clivaggio separa il reporter dal quencher, con successivo incremento della fluorescenza emessa. Al contrario il 
mismatch tra sonda e sequenza target non facilita l’ibridazione della sonda. Poiché in tale situazione la sonda non è 
clivata dalla DNA polimerasi, bensì spiazzata, non si genera alcun segnale fluorescente. In conclusione, l’aumento della 
fluorescenza avviene solo nel caso in cui la sequenza target amplificata è complementare alla sonda: a uno specifico 
segnale fluorescente (VIC o FAM) generato durante l’amplificazione PCR corrisponde lo specifico allele presente nel 
campione. Un software dedicato ABI Prism®7900HT Sequence Detection System è in grado di individuare tre cluster 
corrispondenti ad altrettanti genotipi per ciascuno SNP. Per maggiori dettagli vedi le figure 4a e 4b e il sito 
http://www.appliedbiosystems.com.  
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Figura 4a. Discriminazione allelica con tecnologia TaqMan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V = VIC; F = FAM; NFQ = quencher non fluorescente 
 
 
Figura 4b. Output della ABI Prism 7900 
 
 
 
Aumento solo della fluorescenza VIC = omozigote per l’allele 1 
Aumento solo della fluorescenza FAM = omozigote per l’allele 2 
Aumento di entrambi i segnali fluorescenti: eterozigote 
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2. Discriminazione allelica mediante tecnologia KASPar. 
Consiste in una PCR che si avvale di due primer forward competitivi allele-specifici e di un comune primer reverse. A 
differenza della tecnologia TaqMan, la tecnologia KASPar non si basa sulla diversa ibridizzazione di due sonde legata 
alla presenza del polimorfismo, ma sulla capacità della Taq DNA polimerasi di discriminare il polimorfismo stesso. Per 
maggiori dettagli vedi il sito http://www.kbioscience.co.uk/ 
 
 
3. Discriminazione allelica mediante tecnologia MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization 
mass spectrometry time of flight) 
 
La discriminazione dei polimorfismi è realizzata mediante la diretta osservazione della massa (53,54). In una prima fase 
vengono generati frammenti di acido nucleico SNP-specifici (range 4.000-8.600 Dalton), tramite una PCR locus-
specifica seguita da reazioni di primer mini-extension. In una seconda fase avviene l’analisi mediante MALDI TOF 
MS: i prodotti allele-specifici sono depositati con una matrice sulla superficie metallica di una piastra target. Un laser 
colpisce la matrice portando al dissorbimento delle molecole ed alla loro ionizzazione. Le molecole sono così accelerate 
lungo un tubo verso un detector situato al lato opposto. Quelle con una massa inferiore arriveranno in un tempo minore 
rispetto a quelle più pesanti: in questo modo avviene la separazione tra molecole di massa differente. Tramite l’utilizzo 
di un apposito software, viene registrato il tempo di volo di ogni molecola (TOF), che è direttamente proporzionale alla 
massa. Dopo l’analisi dei dati è prodotto uno spettro con l’intensità relativa nell’asse delle ordinate e la massa in Dalton 
nell’asse delle ascisse. L’analisi dello spettro fornisce il tipo di mutazione presente, indicata come omozigote wild type, 
omozigote mutato o eterozigote (Figura 5). 
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Figura 5. Tecnologia MALDI-TOF  
 
  
 
 
 
Il software converte in tempo reale i valori misurati (TOF e massa) per ciascun campione in genotipo, rilevando 
l’eventuale presenza del polimorfismo in condizioni di omo- o eterozigosi. 
 
 
 
 
Piattaforma MALDI-TOF MS 
MassARRAY® (Sequenom®). 
384-spot SpectroChip 
(Sequenom®). 
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Fattori di rischio clinici, varianti del DNA e insorgenza di diabete mellito tipo 2 
 
 
Riassunto 
 
In due studi di coorte prospettici è stato verificato se fattori clinici e/o genetici predicessero la progressione a diabete 
tipo 2 e è stato indagato l’effetto delle varianti genetiche sulla variazione nel tempo della secrezione insulinica e della 
sensibilità all’insulina. 
In particolare abbiano esaminato i fattori clinici e determinato il genotipo di 16 SNP in 16061 soggetti svedesi e in 2770 
soggetti finlandesi. 2201 soggetti (11.7%) hanno sviluppato il diabete tipo 2 in un periodo di follow-up mediano di 23.5 
anni.  
I fattori clinici predittivi di diabete tipo 2 erano la presenza di una storia familiare della malattia, un indice di massa 
corporea aumentato, elevati livelli di enzimi epatici, il tabagismo e valori inferiori di secrezione insulinica e di 
sensibilità all’insulina.  
Le varianti analizzate in 11 geni (TCF7L2, PPARG, FTO, KCNJ11, NOTCH2, WFS1, CDKAL1, IGF2BP2, SLC30A8, 
JAZF1, e HHEX) erano associate in modo significativo al rischio di diabete tipo 2 in modo indipendente dai fattori di 
rischio clinici; le varianti di 8 di questi geni sono state associate a una funzione alterata delle beta cellule.  
La caratterizzazione di queste varianti genetiche ha migliorato la predizione dell’insorgenza futura del diabete tipo 2 
rispetto ai soli fattori clinici con un aumento dell’area sotto la curva ROC lieve (da 0.74 a 0.75), ma statisticamente 
significativo (P = 1.0×10−4). Una maggiore durata del follow-up  migliorava il potere discriminante dei fattori di rischio 
genetici e, al contrario, diminuiva quello dei fattori di rischio clinici.  
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Introduzione  
 
 
L’identificazione dei soggetti ad alto rischio di sviluppare il diabete tipo 2 può facilitare la prevenzione della malattia. 
Una storia familiare di diabete, un alto indice di massa corporea (BMI), un’alterazione della secrezione insulinica e 
della sensibilità insulinica sono fattori di rischio per il diabete tipo 2 (1-4). E’ stato molto difficile identificare le varianti 
genetiche che spieghino l’eccesso di rischio associato con la storia familiare del diabete. Tra i geni che recentemente 
sono stati associati in modo riproducibile a diabete tipo 2, abbiamo selezionato quelli emersi dai primi GWAS sul 
diabete e dalla meta-analisi di Zeggini et al.: TCF7L2, KCNJ11, PPARG, CDKAL1, IGF2BP2, un locus sul cromosoma 
9 in prossimità di CDKN2A/CDKN2B, FTO, HHEX, SLC30A8, WFS1, JAZF1, CDC123/CAMK1D, TSPAN8/LGR5, 
THADA, ADAMTS9, e NOTCH2 (5-15). Noi abbiamo valutato in due grossi studi prospettici scandinavi caratterizzati da 
un follow-up mediano di 23.5 anni se queste varianti genetiche, da sole o in combinazione con i fattori di rischio clinici, 
potessero predire l’insorgenza futura di diabete tipo 2 e se fossero associate con variazioni nel tempo della secrezione 
insulinica e/o della sensibilità insulinica.  
 
 
Materiali e Metodi 
 
Popolazioni dello studio e misurazioni 
I soggetti inclusi in questa analisi appartengono a due coorti prospettiche (Malmö Preventive Project – MPP e Botnia 
Prospective study), per un totale di 18,831 soggetti con un follow-up mediano di 23.5 anni (Figura 1). Per maggiori 
dettagli sulle due coorti vedi il capitolo “Metodologie di laboratorio per lo studio dei geni associati al diabete”. Di 
questi soggetti, 2201 (11.7%) hanno sviluppato diabete durante tale periodo. I parametri misurati erano il peso corporeo, 
l’altezza, la circonferenza vita e la pressione arteriosa. La glicemia era stata misurata con il metodo dell’esochinasi nella 
coorte MPP e con il metodo della glucosio ossidasi nella coorte Botnia. L’insulinemia era stata misurata mediante un 
radioimmunoassay nella coorte MPP e con un test ELISA nella coorte Botnia.  
Nella coorte MPP in condizioni basali i prelievi ematici erano stati eseguiti a 0, 40, e 120 minuti durante il test di 
tolleranza con 75 g di glucosio orale (OGTT) per la determinazione della glicemia e dell’insulinemia; in una successiva 
visita di follow-up erano stati eseguiti prelievi a digiuno per la determinazione della glicemia e del profilo lipidico.  
Nel Botnia Prospective study i prelievi ematici erano stati eseguiti a -10, 0, 30, 60, e 120 minuti durante l’OGTT per la 
determinazione della glicemia e dell’insulinemia. 
L’indice di sensibilità insulinica (ISI) è stato calcolato a partire dall’OGTT secondo la formula seguente (16):  
ISI = 10,000 ÷ √([glicemia a digiuno × insulinemia a digiuno] ×[glicemia media × insulinemia media]). L’indice di 
insulino-resistenza è stato espresso in termini di homeostasis model assessment (HOMA) calcolato a partire dai livello a 
digiuno di insulinemia e glicemia (www.dtu.ox.ac.uk). 
La funzione beta cellulare è stata espressa come 
1. “corrected incremental insulin response (CIR)” secondo la formula seguente:  
CIR = (100 × insulinemia a 30 min o 40 min nel MPP) ÷ ([glicemia a 30 min o 40 min nel MPP] × [glicemia a 30 min o 
40 min nel MPP − 3.89]) (17) 
2. “disposition index” (secrezione insulinicica corretta per la sensibilità insulinica: CIR × ISI). (18) 
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Figura 1. Disegno degli studi Malmő (a) e Botnia (b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[ 17.284 soggetti nel follow-up 
16.061 non diabetici in condizioni 
basali 
942 diabetici in condizioni basali 
78 senza OGTT 
203 senza DNA 
12.210 normale tolleranza al 
glucosio 
3.851 con alterata glicemia a 
digiuno o alterata tolleranza al 
1.251 con diabete tipo 2 al follow-
up 
812 con diabete tipo 2 al follow-up 
a. Malmo Preventive Project 
 
b. Botnia Prospective Study 
2.770 soggetti non diabetici in condizioni basali 
2.094 con normale tolleranza al glucosio 676 con alterata glicemia a digiuno o 
alterata tolleranza al glucosio 
83 con diabete tipo 2 al follow-up 55 con diabete tipo 2 al follow-up 
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Determinazione del genotipo  
Abbiamo determinato il genotipo di 16 SNP in altrettanti geni: rs7903146 (TCF7L2), rs5219 (KCNJ11), rs1801282 
(PPARG), rs7754840 (CDKAL1), rs4402960 (IGF2BP2), rs10811661 (CDKN2A/CDKN2B), rs9939609 (FTO), 
rs1111875 (HHEX), rs13266634 (SLC30A8), rs10010131 (WFS1), rs864745 (JAZF1), rs12779790 
(CDC123/CAMK1D), rs7961581 (TSPAN8/LGR5), rs7578597 (THADA), rs4607103 (ADAMTS9) e rs10923931 
(NOTCH2). Il DNA è stato estratto da sangue intero (Plasmid Maxi Kit, Qiagen).  
La determinazione del genotipo è stata eseguita mediante le metodica di spettrometria di massa matrix-assisted laser 
desorption–ionization time-of-flight (piattaforma MassARRAY, Sequenom) per rs7903146, rs1801282, rs5219, 
rs7754840 e rs10811661; con un metodo di discriminazione allelica (ABI 7900, Applied Biosystems) per rs4402960, 
rs9939609, rs10010131, rs1111875, rs864745, rs12779790, rs7961581, rs7578597, rs4607103 e rs10923931; con un 
test allele-specifico (KASPar, KBioscience) per rs13266634. Per maggiori dettagli su queste tecniche vedi la sezione 
“Materiali e metodi” dell’Introduzione.  
In media il successo di genotipizzazione è stato > 95% e l’accuratezza > 98% (rigenotipizzazione dell’11% dei 
campioni con una piattaforma Sequenom). Tutti i SNP erano in equilibrio di Hardy–Weinberg (P>0.001), ad eccezione 
di rs864745 nel gene JAZF1 (P = 0.001). Quest’ultimo dato non è spiegabile con un errore di genotipizzazione, poiché 
il tasso di concordanza del genotipo di rs864745 ottenuto utilizzando due diversi metodi (discriminazione allelica e 
Sequenom) in 2416 campioni (15%) era del 98.7%.  
 
 
Analisi statistica 
È stato calcolato il potere predittivo dei fattori clinici e dei polimorfismi come fattori di rischio per successiva comparsa 
di diabete tipo 2 mediante un’analisi di regressione logistica applicata ai seguenti modelli: nel primo modello i fattori 
clinici sono stati introdotti come variabili univariate (con correzione per età e sesso); nel secondo sono stati utilizzati 
fattori personali (età, sesso, storia familiare di diabete, BMI) e fattori clinici (età, sesso, storia familiare di diabete, BMI, 
pressione arteriosa, trigliceridi e glicemia a digiuno), in analogia a quanto fatto nel Framingham Offspring study (4); nel 
terzo modello abbiamo sostituito i fattori clinici del modello precedente con misure della secrezione insulinica; nel 
quarto modello sono stati introdotti come variabili i polimorfismi. Poiché nel MPP uomini e donne sono stati arruolati 
in momenti diversi, abbiamo introdotto una correzione per il periodo di partecipazione (periodo di partecipazione 
codificato 0 e 1, sesso e un fattore di interazione = periodo di partecipazione x sesso). Dopo aver aggiunto i dati genetici 
al modello clinico è stato calcolato il miglioramento dell’area sotto la curva ROC (receiver-operating-characteristic), 
definito anche test C (19). Per capire se l’aggiunta dei dati genetici ai modelli clinici migliorasse la predizione del 
rischio di diabete tipo 2 abbiamo poi valutato la capacità di un modello combinato genetico e clinico di riclassificare i 
soggetti in predefinite categorie di rischio (<10%, da 10 a 20% e >20%) che meglio riflettessero l’outcome finale 
(l’insorgenza del diabete tipo 2) con l’approccio “net-reclassification-improvement”(20). Poiché questo metodo 
presuppone categorie di rischio predefinite, abbiamo anche utilizzato un approccio alternativo che non si basa su tale 
presupposto (il metodo “integrated discrimination-improvement”) (20). L'effetto delle varianti genetiche è stato 
valutato utilizzando il modello additivo. Per valutare la correlazione tra genotipo e fenotipo sono state utilizzate analisi 
di regressione  lineare multivariate. Le variabili che non seguivano una distribuzione normale sono state trasformate nel 
relativo logaritmo prima dell'analisi. L'effetto di un fattore clinico o genetico sul diabete tipo 2 è stato calcolato con 
un'analisi di regressione multivariata (espresso con R2 Nagelkerke), correggendo per l'età e il sesso. E’ stato inoltre 
stimato il valore predittivo di una combinazione di alleli di rischio negli 11 geni che individualmente hanno predetto in 
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modo significativo il rischio di diabete (ciascun soggetto poteva averne 0, 1, o 2, teoricamente per un totale di 22) e 
abbiamo definito ad alto rischio i soggetti con più di 12 alleli di rischio (circa il 20%) e a basso rischio coloro con meno 
di 8 alleli di rischio (circa il 20%). Tutte le analisi statistiche sono state eseguite con il  software SPSS, versione 14.0; 
PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink); e il software Stata. 
 
 
Risultati 
 
Incidenza di diabete 
Nello studio MPP (Fig. 1A) il diabete è comparso in 2063 soggetti (12.8%) durante un periodo di follow-up mediano di 
24.8 anni, con il maggior tasso di conversione (21.1%) in coloro che in condizioni basali avevano un’alterata glicemia a 
digiuno o un’alterata tolleranza al glucosio. L'alterata glicemia a digiuno è comparsa in 1400 di 10,933 soggetti con 
normale tolleranza al glucosio in condizioni basali (12.8%).  
Nel Botnia Prospective study (Fig. 1B) il diabete è comparso durante il follow-up in 138 soggetti su 2770 (5.0%) e in 
particolare in 83 (12.3%) di coloro che  in condizioni basali avevano un’alterata glicemia a digiuno o un’alterata 
tolleranza al glucosio, mentre un’alterata glicemia a digiuno o un’alterata tolleranza al glucosio è comparsa in 313 
soggetti su 2039 (15.4%). 
 
Fattori clinici predittivi dell'incidenza di diabete.  
Sia nello studio MPP che nel Botnia Prospective study una storia familiare di diabete, un elevato BMI, elevati livelli di 
pressione arteriosa, dei trigliceridi, di apolipoproteina A-I e degli enzimi epatici erano fattori predittivi indipendenti di 
diabete tipo 2 (Tabella 1). Nello studio MPP anche il fumo di sigaretta era associato a un incremento notevole del 
rischio di diabete. Un'alterata secrezione insulinica e un'alterata sensibilità insulinica, in particolare la secrezione 
insulinica corretta per l'insulino-resistenza (disposition index), erano importanti  fattori predittivi di diabete.  
La presenza di una storia di diabete nei familiari di primo grado raddoppiava il rischio di malattia osservato in presenza 
di un elevato BMI (Fig. 2a) e di un disposition index ridotto (Fig. 2c). Abbiamo anche costruito modelli con fattori 
personali (età, sesso, storia familiare di diabete, BMI) e fattori clinici (età, sesso, storia familiare di diabete, BMI, 
pressione arteriosa, trigliceridi, glicemia a digiuno), in accordo a quanto descritto da Wilson. L'area sotto la curva ROC 
(AUC) per i modelli clinici era simile nello studio MPP (0.74) e nel Botnia Prospective study (0.79). L'aggiunta delle 
misure di secrezione insulinica al modello clinico aumentava in modo significativo i valori  della AUC-ROC in 
entrambi gli studi (P<0.01). 
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Tabella 1. Fattori clinici predittivi di diabete tipo 2 in condizioni basali. MPP e Botnia prospective study  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DS: deviazione standard; IC: intervallo di confidenza; ND: non disponibile; CIR: corrected insulin response; DI: 
disposition index. NI: non inclusi nell’analisi multivariata perché non statisticamente significativi; * DI non incluso 
nell’analisi multivariata del MPP per scarsi dati disponibili.  
Variabile MPP  Botnia p. study  
Analisi di regressione univariata Odds ratio (IC 95%) P Odds ratio (IC 95%) P 
Età, per DS 1.13 (1.07–1.20) 2.9×10−5 1.87 (1.54–2.27) 2.9×10−6 
Storia familiare di diabete 1.67 (1.46–1.91) 1.0×10−13 2.13 (1.22–3.71) 0.008 
Fumo 1.30 (1.18–1.43) 6.5×10−8 1.20 (0.76–1.89) 0.43 
Alterata glicemia a digiuno (1) 2.58 (2.29–2.91) 5.6×10−53 3.84 (2.22–6.64) 2.0×10−6 
Alterata tolleranza al glucosio (2) 1.91 (1.61–2.26) 1.7×10−14 3.67 (2.27–5.93) 1.8×10−8 
1 + 2 5.37 (4.26–6.78) 5.9×10−47 7.77 (4.48–13.46) 1.9×10−15 
Elevato BMI, per 1 DS 1.84 (1.76–1.93) 2.1×10−153 1.84 (1.57–2.16) 5.0×10−13 
Elevata circonferenza vita, per 1 DS ND ND 2.23 (1.85–2.67) 2.9×10−17 
Elevata pressione arteriosa, per 1 DS     
   Sistolica 1.34 (1.28–1.41) 2.6×10−37 1.56 (1.31–1.85) 9.8×10−7 
   Diastolica 1.39 (1.33–1.46) 3.9×10−44 1.52 (1.27–1.83) 2.2×10−5 
Elevati trigliceridi, per 1 DS 1.70 (1.62–1.78) 9.8×10−101 1.53 (1.28–1.82) 8.1×10−6 
Elevate γGT, per 1 DS 1.53 (1.46–1.60) 8.4×10−72 1.44 (1.21–1.71) 3.8×10−5 
Elevate AST,per 1 DS 1.28 (1.22–1.35) 2.2×10−24 0.99 (0.83–1.20) 0.98 
Elevate ALT,per 1 DS 1.64 (1.56–1.72) 9.1×10−86 ND ND 
Elevata apolipoproteina A1,per 1 DS 0.79 (0.73–0.86) 2.6×10−8 0.75 (0.62–0.91) 0.002 
Elevato insulin sensitivity index, per 1 DS 0.59 (0.53–0.65) 1.2×10−22 0.43 (0.36–0.52) 1.2×10−17 
Elevato indice di insulino-resistenza, per 1 DS 1.47 (1.33–1.62) 2.4×10−14 2.02 (1.70–2.39) 5.3×10−12 
Ridotto CIR, per 1 DS 1.26 (1.10–1.44) 7.1×10−4 1.48 (1.21–1.82) 3.3×10−4 
Ridotto DI, per 1 DS 2.12 (1.82–2.47) 6.7×10−22 3.40 (2.66–4.34) 2.5×10−21 
Analisi di regressione multivariata Odds ratio (IC 95%) P Odds ratio (IC 95%) P 
Età, per DS 0.92 (0.83–1.009) 0.08 1.52 (1.20–1.91) 2.9×10−4 
Sesso maschile 0.88 (0.67–1.12) 0.29 NI NI 
Periodo di partecipazione allo studio 0.72 (0.55–0.95) 0.02 NI NI 
Periodo di partecipazione per uomini o donne 1.76 (1.29–2.41) 6.3×10−4 NI NI 
Storia familiare di diabete 1.62 (1.38–1.89) 2.0×10−10 NI NI 
Fumo 1.43 (1.25–1.63) 1.4×10−9 NI NI 
Elevato BMI, per 1 DS 1.45 (1.37–1.55) 4.5×10−36 1.43 (1.20–1.72) 0.002 
Alterata glicemia a digiuno, per 1 DS 1.54 (1.43–1.65) 1.7×10−34 NI NI 
Alterata pressione arteriosa diastolica, per 1 DS 1.15 (1.07–1.22) 8.6×10−6 NI NI 
Elevati trigliceridi, per 1 DS 1.26 (1.18–1.35) 4.8×10−13 NI NI 
Elevate γGT, per 1 DS 1.12 (1.04–1.21) 0.002 NI NI 
Elevate AST, per 1 DS 0.90 (0.83–0.98) 0.01 NI NI 
Elevate ALT, per 1 DS 1.37 (1.25–1.50) 2.4×10−11 NI NI 
Elevata apolipoproteina A1, per 1 DS NI NI 0.76 (0.62–0.92) 0.006 
Ridotto DI, per 1 DS * NI NI 3.04 (2.34–3.96) 5.1×10−14 
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Figura 2. Fattori di rischio clinici e genetici per diabete tipo 2. MPP.   
  
 
 
 
 
 
 
Storia familiare di DM2 
Storia familiare di diabete 
N. di alleli di rischio 
N. di alleli di rischio 
Incidenza di diabete tipo 2 nei soggetti con 
e senza storia familiare di diabete in 
relazione ai quartili di BMI. Un aumento del 
quartile di BMI aumentava gradualmente il 
rischio di diabete rispetto al primo quartile: 
1.5 (1.26-1.78) per il secondo; 2.36 (2.00- 
2.78) per il terzo e 4.96 (4.25- 5.79) per il 
quarto.  
Incidenza di diabete tipo 2 in relazione alla 
secrezione insulinica (disposition index) in 
soggetti con e senza storia familiare di 
diabete. I soggetti con un DI sotto la 
mediana avevano un rischio di diabete 
aumentato di un fattore di 3.23 (2.41- 4.34). 
Una storia familiare di diabete aumentava in 
modo significativo il rischio di diabete nei 
soggetti con alterata secrezione insulinica 
(odds ratio: 4.86; 3.12-7.56). 
Incidenza di diabete tipo 2 nei portatori di 
un numero crescente di alleli di rischio in 11 
geni in relazione ai quartili di BMI. Si 
osservava un graduale aumento del rischio 
di diabete con un numero crescente di alleli 
di rischio e con quartili crescenti di BMI. I 
soggetti nel quarto quartile di BMI con >12 
alleli di rischio avevano un odds ratio di 8.0 
(5.71- 11.19).  
Incidenza di diabete tipo 2 nei portatori di 
un numero crescente di alleli di rischio in 11 
geni in relazione alla secrezione insulinica 
(disposition index). I portatori di ≥12 alleli 
di rischio con un ridotto dispositivo index 
avevano un odds ratio di 5.81 (3.18 -10.61) 
a 
c 
d 
b 
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Effetto predittivo delle varianti genetiche 
 
Diabete mellito  tipo 2: Nella coorte MPP erano associate in modo significativo con il rischio di diabete tipo 2 le 
varianti comuni di 11 geni: TCF7L2, PPARG, FTO, KCNJ11, NOTCH2, WFS1, CDKAL1, IGF2BP2, SLC30A8, JAZF1 
e HHEX. Sebbene tali risultati non siano stati replicati per intero nel più piccolo Botnia prospective study, c'era una 
piccola eterogeneità tra gli studi in termini di rischio conferito dai diversi genotipi (Tabella 2).  
Abbiamo inoltre investigato se queste varianti predicessero in modo diverso la conversione da normale tolleranza al 
glucosio a alterata glicemia a digiuno o alterata tolleranza al glucosio fino al diabete tipo 2. Le varianti della maggior 
parte dei geni predicevano la progressione da normale tolleranza al glucosio a diabete tipo 2: TCF7L2 (OR: 1.27; P = 
2.7×10−7), PPARG (OR 1.15; P = 0.03), FTO (OR 1.16; P = 7.2×10−4), KCNJ11 (OR 1.11; P = 0.01), WFS1 (OR 1.13; 
P = 0.004), CDKAL1 (OR 1.21; P = 0.05), IGF2BP2 (OR 1.12; P = 0.01), e SLC30A8 (OR 1.11; P = 0.02); quattro di 
queste varianti predicevano anche la conversione da alterata glicemia a digiuno o alterata tolleranza al glucosio a 
diabete tipo 2: TCF7L2 (OR 1.30; P = 2.7×10−5), PPARG (OR 1.29; P = 0.004), KCNJ11 (OR 1.15; P = 0.02), and 
FTO (OR 1.13; P = 0.03). Una percentuale maggiore dei soggetti diabetici aveva ≥ 12 alleli di rischio rispetto ai non 
diabetici (32.0% vs. 22.1%): questo burden genetico si traduceva in un aumento del rischio di diabete (OR 1.95 [1.69 – 
2.25] ; P = 2.5×10−20). Infine, l'inclusione delle varianti genetiche nell'analisi di regressione multivariata forniva 
informazioni indipendenti dai fattori di rischio clinici, mostrando nella coorte di Malmö un aumento del rischio di 
diabete tipo 2 del 12% (Tabella 3) per ciascuna copia di allele di rischio (P = 8.1×10−13).  
 
Variazione del BMI, della sensibilità insulinica e della secrezione insulinica: In 2444 soggetti non diabetici del Botnia 
Prospective study è stato esaminato l'effetto delle varianti genetiche sulla variazione nel tempo del BMI, della 
sensibilità insulinica e della secrezione insulinica (disposition index). Le varianti di rischio nei geni FTO, JAZF1 e 
ADAMTS9 erano associate a variazioni del BMI: nei portatori dell'allele di rischio di FTO il BMI era maggiore di 0.24 
(P<0.0001), mentre nei portatori dei genotipi di rischio in JAZF1 e ADAMTS9 era minore di 0.10 (P = 0.003) e 0.13 (P 
= 0.004), rispettivamente. I portatori dei genotipi di rischio nei geni IGF2BP2 e SLC30A8 e nel locus 
CDKN2A/CDKN2B avevano un disposition index minore sia in condizioni basali che durante tutto il periodo di 
osservazione di 8 anni (P<0.05). 
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Tabella 2. Varianti genetiche e rischio di diabete tipo 2. MPP e Botnia prospective study.* 
 
 
* Analisi di regressione logistica corretta per età e sesso. Il modello genetico testato è quello additivo.  
IC: intervallo di confidenza.  AR allele di rischio. F frequenza dell’allele di rischio nei soggetti diabetici.  
† Il test di eterogeneità indica se i risultati variavano in modo significativo tra i due studi.  
 
 
 
 
 
 
 MPP Botnia p. study P eter† 
Crom Gene SNP AR F N 
OR 
(IC95%) P F N 
OR 
(IC95%) P  
10 TCF7L2 rs7903146 T 0.31 15815 1.30 
(1.21;1.40) 
9.5×10−13 0.25 2645 1.52 (1.14–2.04) 0.003 0.33 
3 PPARG rs1801282 C 0.88 15993 1.20 
(1.08;1.32) 
4.0×10−4 0.90 2544 1.45 (0.96–2.20) 0.08 0.30 
16 FTO rs9939609 A 0.44 15931 1.14 
(1.07;1.22) 
9.2×10−5 0.42 2464 1.04 (0.80–1.36) 0.77 0.58 
11 KCNJ11 rs5219 T 0.41 15600 1.13 
(1.06;1.21) 
3.6×10−4 0.51 2635 0.98 (0.75–1.26) 0.85 0.31 
1 NOTCH2 rs10923931 T 0.11 15589 1.13 
(1.02;1.26) 
0.02 0.11 2642 1.15 (0.77–1.73) 0.45 0.17 
4 WFS1 rs10010131 G 0.59 15944 1.12 
(1.04;1.19) 
0.001 0.52 2631 0.79 (0.61–1.01) 0.08 0.01 
6 CDKAL1 rs7754840 C 0.33 15487 1.11 
(1.03;1.19) 
0.004 0.34 2495 1.05 (0.80–1.37) 0.74 0.87 
3 IGF2BP2 rs4402960 A 0.32 15157 1.10 
(1.03;1.18) 
0.008 0.27 2500 0.92 (0.69–1.24) 0.59 0.30 
8 SLC30A8 rs13266634 C 0.70 15931 1.10 
(1.03;1.18) 
0.008 0.57 2497 0.85 (0.66–1.10) 0.21 0.04 
7 JAZF1 rs864745 A 0.53 15944 1.08 (1.01;1.15) 0.03 0.49 2639 
0.99 
(0.77–1.28) 0.95 0.63 
10 HHEX rs1111875 G 0.60 15942 1.07 (1.00;1.15) 0.03 0.56 2597 
0.99 
(0.76–1.29) 0.92 0.83 
2 THADA rs7578597 T 0.90 15620 1.11 (0.99;1.24) 0.07 0.96 2658 
1.29 
(0.69–2.39) 0.42 0.48 
9 CDKN2A/ 2B rs10811661 T 0.85 15132 
1.09 
(0.99;1.19) 0.07 0.82 2475 
0.84 
(0.60–1.17) 0.29 0.18 
12 TSPAN8/ LGR5 rs7961581 G 0.27 15594 
1.04 
(0.96;1.12) 0.30 0.26 2656 
1.09 
(0.83–1.43) 0.55 0.59 
3 ADAMTS9 rs4607103 C 0.77 15729 1.04 (0.96;1.13) 0.34 0.81 2640 
1.23 
(0.88–1.73) 0.22 0.27 
10 CDC123/ CAMK1D rs12779790 G 0.19 15547 
1.02 
(0.93;1.11) 0.70 0.22 2642 
1.03 
(0.76–1.39) 0.87 0.94 
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Tabella 3 Combinazione dei fattori clinici e genetici predittivi di diabete tipo 2. MPP e Botnia Prospective 
Study.* 
 
MPP Odds ratio (IC 95%)      P 
Età, per 1 SD 0.96 (0.87–1.06)  0.44 
Sesso maschile  0.94 (0.73–1.22)  0.65 
Periodo di partecipazione allo studio  0.69 (0.52–0.92) 0.01 
Periodo di partecipazione per uomini o donne  1.74 (1.25–2.41) 0.001 
Storia familiare di diabete tipo 2  1.65 (1.39–1.95)  1.0×10−9 
Fumo  1.39 (1.29–1.61)  6.3×10−8 
Elevato BMI, per 1 SD  1.49 (1.39–1.59)  4.0×10−34 
Elevata glicemia a digiuno, 1 SD  1.51 (1.40–1.59)  1.6×10−26 
Elevata pressione arteriosa diastolica, per 1 SD  1.16 (1.09–1.25) 0.006 
Elevati trigliceridi, per 1 SD  1.28 (1.19–1.38) 9.3×10−13 
Elevate γ-GT, per 1 SD  1.10 (1.01–1.19)  0.02 
Elevate AST, per 1 SD  0.91 (0.83–0.99) 0.03 
Elevate ALT, per 1 SD 1.37 (1.24–1.51)  2.6×10−9 
Combinazione degli alleli di rischio in 11 SNP †  1.12 (1.08–1.15)  8.1×10−13 
 
Botnia prospective study 
Età, per 1 SD  1.32 (1.20–1.91)  0.05 
Elevata apolipoproteina A-I, per 1 SD  0.69 (0.54–0.87)  0.002 
Elevato BMI, per 1 SD  1.48 (1.21–1.81)  0.002 
Ridotto disposition index, per 1 SD‡  3.29 (2.39–4.52)  3.1×10−13 
Combinazione degli alleli di rischio in 11 SNP † 0.94 (0.84–1.04)  0.23 
 
 
* Gli odds ratio per il rischio di diabete tipo 2 sono stati calcolati con modelli di regressione logistica multivariata 
correggendo per l’età e il sesso. IC: intervallo di confidenza. 
† La combinazione degli alleli di rischio in 11 SNP è stata calcolata come somma del numero di alleli di rischio 
(codificati 0, 1, o 2). 
‡ Il disposition index non era incluso nell’analisi multivariata del MPP per scarsi dati disponibili.  
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Inoltre nel Botnia Prospective study è stata valutata la variazione nel tempo del BMI, della sensibilità insulinica e della 
secrezione insulinica nel gruppo a basso rischio genetico e nel gruppo ad alto rischio genetico (Fig. 3). Durante il 
periodo di follow-up di 8 anni è stato osservato un aumento del BMI e una concomitante riduzione della sensibilità 
insulinica a prescindere dal gruppo genetico di appartenenza (Fig. 3A and 3B). Tuttavia i soggetti ad alto rischio 
genetico non riuscivano ad aumentare la propria secrezione insulinica per compensare l'aumento dell'insulino-resistenza 
(disposition index)  in modo altrettanto efficace di coloro che appartenevano al gruppo a basso rischio genetico (Fig.3C 
and 3D).  
 
Figura 3. Effetto della combinazione degli alleli di rischio sulla variazione nel tempo della sensibilità insulinica e 
della secrezione insulinica. Botnia Prospective Study. 
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Effetto combinato dei fattori di rischio clinici e genetici 
 
Abbiamo valutato se il rischio dovuto a un elevato BMI o a un ridotto disposition index fosse potenziato dai fattori di 
rischio genetici: con l'aumento del numero degli alleli di rischio aumentava il rischio conferito dai quartili crescenti di 
BMI (Fig. 2b) o da un disposition index al disotto della mediana (Fig. 2d). Infatti, i portatori di più di 12 alleli di rischio 
che erano nel quarto quartile di BMI (263 soggetti su 826 vs. 45 su 874 soggetti) o che avevano un basso disposition 
index (58 su 153 soggetti vs. 17 su 168 soggetti) avevano un odds ratio per diabete tipo 2 di 8.0 (95% CI, 5.71- 11.19; P 
= 9.1×10−34) e 5.8 (95% CI, 3.18- 10.61, P = 1.1×10−8), rispettivamente. 
Dopo l'aggiunta delle varianti genetiche al modello clinico, il test C dell' AUC aumentava in modo minimo ma 
statisticamente significativo (da 0.74 a 0.75, P = 1.0×10−4).  
Poiché il test C è poco sensibile per identificare miglioramenti nella predizione del rischio, abbiamo anche riclassificato 
i soggetti in tre categorie di rischio (da 0 a≤10%, da>10 a ≤20%, e >20%) con il metodo net reclassification-
improvement. Aggiungendo i fattori genetici a quelli clinici abbiamo potuto riclassificare in una più alta categoria di 
rischio il 9% dei soggetti nello studio MPP (P = 2.5×10−5) e il 20% dei soggetti nel Botnia Prospective study (P = 0.05). 
Anche usando il metodo “integrated-discrimination-improvement” è stata migliorata in modo significativo la 
predizione del diabete tipo 2 sia nello studio MPP (P = 3.7×10−14) che nel Botnia Prospective study (P = 0.001).  
Un fattore decisivo per definire il potere discriminante dei fattori di rischio clinici e dei fattori genetici è stata la durata 
del follow-up. Per valutare tale aspetto abbiamo valutato l'AUC per i fattori di rischio clinici e genetici suddividendo il 
periodo di follow-up in quintili (Fig. 4) e abbiamo osservato che con l'aumento della durata del follow-up si riduceva 
l'AUC del modello clinico e aumentava l'AUC del rischio genetico (P = 0.01 per entrambi i confronti).  
 
Figura 4. Area sotto la curva ROC per i modelli clinici e genetici predittivi di diabete tipo 2, in relazione alla 
durata del follow-up. 
 
Fattori genetici 
 
 
 
 
  
 
L’effetto dei fattori di rischio genetici aumenta con la 
durata del follow-up (area ROC 0.56 nel quintile 1 di 
durata di follow-up (blu) e 0.62 nel quintile 5 (rosso) 
(P = 0.01).  
L’effetto dei fattori di rischio clinici si riduce con la 
durata del follow-up (area ROC 0.75 nel quintile 1 di 
durata di follow-up (blu) e 0.67 nel quintile 5 (rosso) 
(P = 0.01).  
Fattori clinici 
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Discussione 
 
Il nostro studio fornisce indicazioni sull'importanza relativa dei fattori clinici e genetici nel rischio di diabete tipo 2. 
L'obesità rimaneva un importante fattore di rischio per futuro diabete e tale rischio quasi raddoppiava in presenza di una 
storia familiare di diabete. L'aggiunta di informazioni genetiche ai fattori di rischio clinici (compresa la storia familiare 
di diabete) aveva un effetto modesto, ma statisticamente significativo, sulla predizione dell'insorgenza futura del 
diabete. Il miglioramento della capacità predittiva dei fattori genetici con una maggiore durata del follow-up suggerisce 
che la caratterizzazione dei fattori di rischio genetici potrebbe essere clinicamente più utile se eseguita in fasi precoci 
della vita. Sebbene i soggetti con prediabete mostrassero molte caratteristiche di insulino-resistenza, il più forte fattore 
predittivo di futuro diabete era la funzione beta cellulare corretta per la sensibilità insulinica (disposition index). 
L'aggiunta della secrezione insulinica al modello clinico, che già comprendeva la maggior parte delle componenti della 
sindrome metabolica, ha migliorato ulteriormente il potere discriminante della curva ROC (da 0.70 a 0.74 nei soggetti 
del MPP; P = 0.001, e da 0.79 a 0.83 nel Botnia Prospective study; P = 0.006). Nella nostra analisi siamo riusciti a 
replicare l'associazione con diabete tipo 2 per 11 dei 16 loci individuati in studi  precedenti — TCF7L2, PPARG, FTO, 
KCNJ11, NOTCH2, WFS1, CDKAL1, IGF2BP2, SLC30A8, JAZF1, and HHEX. Molte di queste varianti sembrano 
influenzare la funzione beta cellulare, forse mediante effetti sui meccanismi di proliferazione, rigenerazione e apoptosi. 
Nei soggetti del Botnia Prospective study si osservava un aumento nel tempo del BMI e una riduzione della sensibilità 
insulinica. L'aumento dell'insulino-resistenza era riflessa da un aumento della secrezione insulinica che, tuttavia non era 
adeguato nei portatori di un alto rischio genetico. Tali soggetti infatti avevano un'alterazione importante del disposition 
index. Solo la variante in FTO era associata ad un aumento del BMI. FTO, PPARG, TCF7L2 e KCNJ11  hanno predetto 
la transizione da alterata glicemia a digiuno o alterata tolleranza al glucosio a diabete conclamato. Ciò suggerisce che in 
questi soggetti l’obesità e l’insulino-resistenza concorrono con un deterioramento della funzione beta cellulare 
all'insorgenza di diabete conclamato.  
In conclusione i nostri risultati enfatizzano il ruolo critico dei difetti ereditari della funzione beta cellulare per 
l'insorgenza di diabete tipo 2. Grazie alla numerosità dei soggetti seguiti per un lungo follow-up abbiamo potuto 
valutare se l'aggiunta dei dati genetici ai fattori clinici potesse migliorare la capacità dei modelli di predire l'insorgenza 
di diabete tipo 2. E’ stato confermato che i fattori di rischio clinici sono buoni fattori predittivi di futuro diabete, anche 
se le AUC nello studio MPP e nel Botnia Prospective study erano minori di quanto riportato nel Framingham Offspring 
Study (0.88). L'aggiunta delle varianti genetiche al modello clinico migliorava non solo il potere discriminante, valutato 
dalle curve ROC, ma anche la riclassificazione dei soggetti in diverse categorie di rischio. Tuttavia, il potere 
discriminante dei geni da soli era relativamente basso (0.62), in accordo a quanto mostrato in studi precedenti (21,22). 
Uno dei punti di forza di questo studio è la sua natura prospettica. Gli studi cross-sectional spesso comprendono casi e 
controlli arruolati in modi diversi limitando il valore predittivo. Gli studi prospettici hanno il vantaggio che tutti i 
soggetti sono stati arruolati e seguiti in modo simile. Un possibile limite era che nello studio MPP, uomini e donne 
erano stati arruolati in periodi diversi, ma abbiamo corretto le analisi per questa variabile.  
In conclusione, l'inclusione di queste varianti genetiche ha migliorato di molto poco la predizione del diabete tipo 2 
rispetto ai soli fattori di rischio clinici. Sebbene questo effetto sia troppo esiguo per consentire la predizione del rischio 
individuale, potrebbe tuttavia essere utile nel ridurre il numero di soggetti da arruolare negli studi di intervento  per la 
prevenzione del diabete tipo 2.  
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Una variante comune di MTNR1B è associata a rischio aumentato di diabete tipo 2 e ad una alterazione della 
secrezione insulinica precoce.  
 
 
Riassunto 
 
Dagli studi di associazione su scala genomica condotti sui tratti metabolici quantitativi sono emerse alcune varianti 
genetiche in associazione alla glicemia a digiuno e, tra queste, il segnale più forte era relativo a rs10830963, un 
polimorfismo di MTNR1B (melatonin receptor 1B).  
In questa analisi replichiamo in diverse popolazioni l’associazione con la glicemia a digiuno in soggetti non diabetici e 
dimostriamo in un grosso studio prospettico che il genotipo di rischio di questo SNP predice l’incidenza successiva di 
diabete tipo 2.  
Il meccanismo responsabile sembra un’alterazione della fase precoce della secrezione insulinica, come si evince 
dall’esecuzione di test orali e ev. In particolare, i soggetti portatori della variante di rischio sarebbero caratterizzati da 
un deterioramento più precoce della secrezione insulinica. 
Studi precedenti hanno dimostrato che l’espressione di MTNR1B a livello pancreatico è aumentata nei soggetti diabetici 
e che la secrezione di insulina dopo stimolo con glucosio è inibita in presenza di melatonina.  
Inoltre il genotipo di rischio della variante rs10830963 sembra associato a una maggiore espressione pancreatica di 
MTNR1B.  
In conclusione, i nostri dati concorrono a definire la correlazione tra melatonina e patogenesi del diabete tipo 2.  
In prospettiva, un blocco del legame tra la melatonina e il proprio recettore potrebbe rappresentare una futura strategia 
terapeutica per il trattamento del diabete tipo 2.  
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Introduzione  
 
 
Il diabete tipo 2 è una malattia multifattoriale, in cui molteplici fattori genetici e ambientali concorrono alla patogenesi 
della malattia. La maggior parte delle nuove varianti genetiche identificate dai GWAS in associazione a diabete tipo 2 
(1-5) sembrano influenzare la capacità delle beta cellule di far fronte agli aumentati livelli di insulino-resistenza.  Uno 
di questi GWAS (DGI) ha fornito ulteriori informazioni sull’associazione di varianti genetiche con tratti quantitativi, tra 
cui misure della secrezione insulinica e della sensibilità insulinica (1). In particolare, un forte segnale di associazione 
con la secrezione insulinica dopo stimolo con glucosio è stato osservato per lo SNP rs10830963 a livello del gene 
MTNR1B sul cromosoma 11, e in una successiva meta-analisi di GWAS la stessa variante è stata associata a elevata 
glicemia a digiuno (6). 
La melatonina è un ormone circolante secreto prevalentemente dalla ghiandola pineale (13) e da altre cellule endocrine, 
e potrebbe esercitare effetti autocrini e paracrini attualmente non meglio definiti (14). Il suo ruolo più conosciuto è la 
regolazione del ritmo circadiano, con elevati valori circolanti notturni e valori minimi durante il giorno. Analogamente, 
le concentrazioni notturne dell’insulina sono bassi: gli esseri umani non sono programmati per mangiare la notte, per 
cui necessitano di poca insulina, che controlla il metabolismo nelle fasi postprandiali anaboliche. D’altra parte un 
eccesso di insulina durante la notte potrebbe avere effetti avversi sul sistema nervoso provocando ipoglicemia.  
In precedenza è già stato ipotizzato che la melatonina possa essere coinvolta nei ridotti livelli notturni di insulina (15). 
Gli effetti della melatonina sono mediati da due distinti recettori, MTNR1A e MTNR1B (16), che appartengono al 
gruppo delle proteine G inibitorie legate a recettori (Gi). Entrambi i recettori sono espressi nelle isole pancreatiche 
umane e  il recettore MTNR1B, in particolare, nelle beta cellule (17): quest’ultimo è accoppiato con una proteina Gi che 
blocca la via dell’adenilato-ciclasi; la sua attivazione inibisce pertanto la formazione del cAMP nelle beta cellule, via 
attivata sia dagli ormoni incretinici (GLP-1 e GIP) che dal glucosio, come già mostrato in precedenza (18). E’ pertanto 
biologicamente plausibile che l’attivazione del recettore MTNR1B determini un’alterazione della secrezione insulinica. 
In esperimenti di microarray è stato dimostrato che i soggetti portatori dell’allele G hanno un’espressione maggiore di 
MTNR1B rispetto ai portatori dell’allele C (19). L’espressione di MTNR1B è inoltre maggiore nel pancreas dei soggetti 
diabetici e correla in modo inverso con la secrezione insulinica stimolata da glucosio. Questi dati sono confermati 
dall’effetto inibitorio sulla secrezione di insulina stimolata da glucosio che si osserva dopo aggiunta di melatonina, 
incubando cellule beta clonali con glucosio. Studi precedenti suggeriscono infine che nel diabete tipo 2 ci sia 
un’alterazione del ritmo circadiano della secrezione di melatonina, più elevata del normale nelle ore diurne (20). In 
presenza di elevati livelli di melatonina la secrezione insulinica potrebbe essere pertanto ulteriormente compromessa. 
Nella nostra analisi abbiamo indagato se la variante rs10830963 del gene MTNR1B (o una o più varianti a essa associate 
in linkage-disequilibrium) aumenta il rischio di insorgenza successiva di diabete tipo 2 e i potenziali meccanismi.   
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Materiali e Metodi 
 
Popolazioni dello studio e misurazioni 
Nella  nostra analisi abbiamo incluso soggetti provenienti da più studi; per maggiori dettagli sui singoli studi vedi il 
capitolo “Metodologie di laboratorio per lo studio dei geni associati al diabete”.  
 
1. MPP study (Malmö Preventive Project): in questa analisi sono stati inclusi 16.061 soggetti inizialmente non 
diabetici, 2.063 dei quali hanno poi sviluppato diabete tipo 2 (sono stati esclusi 1.223 dei 17.284 soggetti che 
hanno partecipato alla visita di follow-up negli anni 2002-2006 per l’assenza di DNA disponibile o per la 
presenza di diabete in condizioni basali). In condizioni basali i campioni dell’OGTT per la determinazione di 
glicemia e insulina erano stati ottenuti a 0, 40 e 120 min dall’assunzione di 75 g di glucosio per os. In 
occasione della visita di follow-up la diagnosi di diabete era stata posta in base all’anamnesi personale o al 
riscontro di una glicemia a digiuno > 7.0 mmol/l.  
2. Botnia prospective study: in questa analisi sono stati inclusi i 2.770 soggetti arruolati nella fase prospettica. I 
campioni dell’OGTT per la determinazione di glicemia e insulina erano stati ottenuti a –10, 0, 30, 60 e 120 
min.  
3. PPP Botnia study (Prevalence, Prediction and Prevention of T2D): in questa analisi sono stati inclusi 3.300 
soggetti. La diagnosi di diabete era posta mediante l’anamnesi personale o sulla base di una glicemia a digiuno 
> 7.0 mmol/l e/o della glicemia a 2 ore > 11.1 mmol/l in un OGTT. In 2.328 dei soggetti non diabetici era 
anche stata determinata la concentrazione di insulina in condizioni basali e in occasione del follow-up. 
4. FUSION study (Finland–United States Investigation of Non-insulin-dependent Diabetes Mellitus Genetics):  in 
questa analisi sono stati inclusi 578 coniugi o discendenti non diabetici.  
5. Helsinki Birth Cohort Study (HBCS): in questa analisi sono stati inclusi 1.600 soggetti non diabetici (56.4% 
donne; età media 62 ± 3 anni). In occasione dell’OGTT, oltre alla glicemia e all’insulinemia era stata dosata la 
concentrazione di proinsulina intatta a 0 min; è stato pertanto calcolato il rapporto proinsulina/insulina (PI/I) a 
digiuno. 
6. METSIM study (METabolic Syndrome In Men ): in questa analisi sono stati inclusi i primi 4.386 soggetti non 
diabetici consecutivi con dati OGTT disponibili. I prelievi dell’OGTT erano stati eseguiti a digiuno, a 30 e 120 
min dopo l’assunzione di glucosio.  
 
In tutte le coorti erano stati raccolti dati su peso, altezza, circonferenza vita e anche. La glicemia è stata determinata 
con il metodo dell’esochinasi (MPP, FUSION), e della glucosio ossidasi (Botnia, FUSION, METSIM). La 
concentrazione plasmatica dell’insulina è stata determinata con il metodo ELISA (Botnia study), e con test 
radioimmunoassay (MPP, FUSION, METSIM). L’indice di sensibilità insulinica (ISI) è stato calcolato in accordo 
alla formula: 10,000/√((glicemia a digiuno x insulina plasmatica a digiuno)(glicemia media x insulina plasmatica 
media)) (7). L’indice di insulino-resistenza basale (HOMA) è stato calcolato a partire dai valori a digiuno della 
glicemia e dell’insulina plasmatica (http://www.dtu.ox.ac.uk). La funzione beta cellulare  è stata espressa come 
corrected incremental insulin response (CIR = (100 x insulina a 30 min o 40 min in MPP)/((glicemia a 30 min o 40 
min in MPP) x (glicemia a 30 min o 40 min in MPP – 3.89)) (8) oppure come disposition index, cioè la secrezione 
insulinica corretta per la sensibilità insulinica (CIR x ISI). Nel FUSION study è stata valutata la risposta insulinica 
alla somministrazione ev. di glucosio modificata da tolbutamide (FSIGT: frequently sampled intravenous glucose 
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tolerance test) (9) e per ottenere misure della sensibilità insulinica (SI) e dell’efficacia del glucosio (SG) è stato 
utilizzato il metodo Minimal Model (10) La secrezione insulinica è stata stimata come secrezione acuta in risposta 
al glucosio (AIR) e la funzione beta cellulare come disposition index (DI = SI x AIR) (11).  
 
Determinazione del genotipo 
Nei GWAS DGI e FUSION, la determinazione del genotipo è stata eseguita con Affymetrix 500K chip array (1) e con  
Illumina HumanHap300 BeadChip Version 1.0 (2); in tutti gli altri studi il genotipo di rs10830963 è stato determinato 
con il metodo della discriminazione allelica con ABI 7900 (Applied Biosystems) (vedi sezione Materiali e metodi 
dell’Introduzione). I genotipi erano in equilibrio di Hardy-Weinberg. Negli studi MPP e Botnia il successo medio di 
genotipizzazione era > 95% e il tasso di concordanza con due metodi diversi (discriminazione allelica con TaqMan; 
ABI7900 e Affymetrix) era del 98.7% La rideterminazione del genotipo negli studi FUSION e METSIM è stata 
eseguita con Sequenom iPlex gold SBE (Sequenom).  
 
Analisi statistiche 
Gli odds ratio per il rischio di sviluppare T2D sono stati ottenuti con analisi di regressione logistica corretti per l’età al 
momento della partecipazione e per il periodo dell’ultimo follow-up, per il BMI e per il sesso. Per testare le correlazioni 
genotipo–fenotipo sono state utilizzate analisi di regressione lineare multivariata corrette per età, sesso, BMI e pedigree, 
laddove appropriato. Le variabili con una distribuzione non normale sono state trasformate nel rispettivo logaritmo 
prima dell’analisi. L’analisi dei dati del FSIGT nello studio FUSION e dell’OGTT nello studio METSIM è stata 
eseguita con un modello di regressione in cui i coefficienti sono stati stimati utilizzando le componenti di varianza per 
tener di conto del grado di parentela dei soggetti nello studio (12). In entrambi gli studi le analisi sono state corrette per 
l’età. Nello studio FUSION un’altra covariata era il sesso. Le analisi sono state condotte nei soggetti non diabetici 
escludendo chi assumeva farmaci capaci di influenzare le concentrazioni di glucosio e insulina. Tutte le analisi 
statistiche sono state eseguite con SPSS versione 14.0, PLINK, Stata o MERLIN. 
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Risultati 
 
L’associazione tra la variante rs10830963 in MTNR1B e il rischio di diabete tipo 2 è stata indagata nei 16.061 soggetti 
svedesi arruolati nel MPP study e nei 2.770 soggetti finlandesi arruolati nel Botnia Prospective study. Di questi 2.201 
(2.063 + 138) avevano sviluppato diabete in 400.000 pazienti-anno di follow-up (Tabella 1).  
 
Tabella 1. Caratteristiche delle popolazioni nello studio 
 
Studio N (con diabete) Paese età BMI (kg(mq) 
MPP study 16.061 (2.063) Svezia 45.5±6.9 24.3±3.3 
Botnia PPP study 3.300 Finlandia 48.5±15.9 26.1±4.2 
Botnia prospective study 2.770 (138) Finlandia 44.9±14.2 25.6±4.1 
Helsinki Birth cohort 1.600 Finlandia 61.6±3.0 27.1±4.3 
FUSION study 522 Finlandia 39.1±12.2 26.0±6.4 
METSIM study 4.369 Finlandia 59.3±2.8 26.9±3.8 
 
 
 
 
 
Nel MPP study la frequenza dell’allele di rischio G di rs10830963 era maggiore nei soggetti che erano divenuti 
diabetici (30.2% vs. 28.0%, P = 0.002) e ciò si traduceva in un rischio aumentato di (OR 1.12 [1.04;1.20], P = 0.002). 
Tale differenza non era statisticamente significativa nel Botnia Prospective study (31.0% vs. 29.3%; OR = 1.09, IC95% 
= 0.82;1.43, P = 0.56). Nell’analisi combinata delle due coorti l’allele di rischio era associato con un modesto 
incremento del rischio di diabete tipo 2 (OR 1.11 [1.03;1.18], P = 0.004).  
Più importanti erano gli effetti dell’allele G di rs10830963 sulla glicemia a digiuno dei soggetti non diabetici, replicati 
in tutte le popolazioni comprese in questa analisi (tabella 2). Nel MPP i portatori dell’allele G di rs10830963 avevano 
una maggiore glicemia a digiuno sia in condizioni basali che durante il periodo di follow-up (Fig. 1e).  
Per cercare possibili meccanismi responsabili dei risultati precedenti è stata studiata l’associazione dell’allele G di 
rs10830963 con la secrezione insulinica dei soggetti non diabetici mediante OGTT, IVGTT e FSIGT (Tabella 2).  
Dai dati derivati dall’OGTT (CIR e DI), la variante di rischio risultava associata a una ridotta secrezione insulinica nel 
Botnia PPP study  (Fig. 1a;1b), nel METSIM study, nel Helsinki Birth Cohort e nel Botnia Prospective study (sia in 
condizioni basali che per tutto il periodo di follow-up di 7 anni; Fig. 1f). Questi risultati sono stati confermati dai dati 
ottenuti con IVGTT nel Botnia Prospective study (Fig. 1c) e con FSIGT nel FUSION.  
Infine è stata individuata un’associazione tra l’allele G di rs10830963 e un elevato rapporto serico proinsulina/insulina 
nel Helsinki Birth Cohort (Fig. 1d).  
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Tabella 2. Effetto di rs10830963 in MTNR1B sulla glicemia a digiuno e sulla secrezione insulinica  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OGTT: CIR (corrected early insulin response) e DI (disposition index) 
IVGTT: FPIR (first-phase insulin response) 
FSIGT: AIR (acute insulin response) 
FAR: frequenza dell’allele di rischio 
 
 
Studio fenotipo FAR Beta (SE) p 
Botnia PPP 
(OGTT n=3.300) 
Età (anni) 
BMI (kg/mq) 
Glicemia a digiuno (mmol/l) 
CIR (mUxl/mmol2)  
DI (mU3/l3) 
 
 
0.30 
-- 
-- 
0.134 (0.014) 
-0.170 (0.021) 
-0.241 (0.022) 
ns 
ns 
2x10-22 
5x10-16 
1x10-26 
Botnia Prospective 
(OGTT n=2.444) 
Basale 
Età (anni) 
BMI (kg/mq) 
Glicemia a digiuno (mmol/l) 
CIR (mUxl/mmol2)  
DI (mU3/l3) 
Follow-up 
Età (anni) 
BMI (kg/mq) 
Glicemia a digiuno (mmol/l) 
CIR (mUxl/mmol2)  
DI (mU3/l3) 
 
 
 
0.29 
 
-- 
-- 
0.081 (0.019) 
-0.160 (0.026) 
-0.171 (0.026) 
 
-- 
-- 
0.086 (0.019) 
-0.188 (0.026) 
-0.179 (0.029) 
 
ns 
ns 
1x10-5 
6x10-10 
9x10-11 
 
ns 
ns 
5x10-6 
1x10-12 
8x10-10 
Helsinki Birth cohort 
(OGTT n=1.600) 
Età (anni) 
BMI (kg/mq) 
Glicemia a digiuno (mmol/l) 
CIR (mUxl/mmol2)  
DI (mU3/l3) 
Proinsulina intatta/Insulina 
 
 
0.34 
-- 
-- 
0.096 (0.019) 
-0.109 (0.027) 
-0.122 (0.027) 
0.024 (0.009) 
0.96 
0.53 
3x10-7 
5x10-5 
8x10-6 
0.005 
METSIM (n=4.257) Età (anni) 
BMI (kg/mq) 
Glicemia a digiuno (mmol/l) 
CIR (mUxl/mmol2)  
DI (mU3/l3) 
 
 
0.36 
-- 
-0.058 (0.020) 
0.165 (0.022) 
-0.143 (0.022) 
-0.128 (0.022) 
-- 
4x10-3 
9x10-14 
1x10-10 
9x10-9 
Botnia (IVGTT n=505) FPIR 0.27 -0.065 (0.023) 0.004 
FUSION (FSIGT n=522) AIR (pM x 8 min) 0.35 -0.316 (0.067) 2x10-6 
45 
 
 
 Figura 1. Secrezione insulinica in accordo al genotipo di rs10830963 in MTNR1B 
 
 
 
 
 
a) Corrected insulin response (CIR) al glucosio durante OGTT (Botnia PPP; N=3.300) 
b) Disposition index (DI) è la CIR corretta per la sensibilità insulinica stimata con l’indice di Matsuda (CIR x 
ISI); Botnia PPP, N=3.300) 
c) Prima fase della secrezione insulinica in IVGTT (Botnia Prospective study; N=505) 
d) Rapporto proinsulina intatta/insulina a digiuno (Helsinki Birth cohort; N=1.600) 
e)  Variazione della glicemia a digiuno in 24 anni di follow-up in soggetti non diabetici (MPP; N=13.674) 
f) Variazione nel tempo della secrezione insulinica (DI) in soggetti non diabetici (Botnia prospective: N=2.444).  
Le barre rappresentano la media ± s.e.m. Le linee blu i genotipi non di rischio, le linee rosse i genotipi di rischio di 
rs10830963 in MTNR1B 
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Discussione.  
 
Nella nostra analisi l’associazione di rs10830963 con il diabete tipo 2 era modesta nel MPP e non statisticamente 
significativa nel Botnia Prospective study: quest’ultimo risultato potrebbe essere dovuto all’esiguo numero di soggetti 
divenuti diabetici (138) durante i 7 anni di follow-up.  
Il modesto rischio di diabete tipo 2 dei portatori del polimorfismo di MTNR1B non deve tuttavia sorprendere, poiché 
questo SNP anche nei precedenti GWAS non era stato identificato come fortemente associato a diabete.  
La nostra analisi ha invece confermato l’associazione importante con la glicemia a digiuno, emersa già in precedenza 
nel GWAS DGI.  
Il meccanismo suggerito dai nostri risultati sembrerebbe un’alterazione della secrezione insulinica, maggiore con 
l’avanzare dell’età, verosimilmente come conseguenza di un’aumentata domanda per una maggiore insulino-resistenza. 
L’associazione con un elevato rapporto proinsulina/insulina non implica necessariamente uno specifico difetto del 
metabolismo della proinsulina, poiché le concentrazioni di quest’ultima possono aumentare in vari contesti di stress 
beta cellulare.  
I nostri risultati sono a favore di un ruolo della melatonina e del suo recettore MTNR1B nella patogenesi del diabete 
tipo 2.  
Un’interessante implicazione è che antagonisti del recettore MTNR1B specifici per le beta cellule potrebbero 
rappresentare uno strumento terapeutico innovativo.  
Inoltre è verosimile che il trattamento con gli analoghi del GLP-1 e con gli inibitori della degradazione del GLP-1 
(inibitori della DPP-IV), che attivano la via dell’adenilato-ciclasi inibita da MTNR1B, sia meno efficace nei soggetti 
portatori del genotipo di rischio di rs10830963. Se tale ipotesi fosse confermata da studi ad hoc, l’identificazione di tali 
soggetti potrebbe aiutare a ritagliare in modo razionale sul paziente la più idonea terapia antidiabetica.  
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Effetto delle principali varianti geniche associate a diabete tipo 2 sulla secrezione insulinica e sulla funzione della 
beta cellula in una popolazione italiana di soggetti a rischio di sviluppare diabete tipo 2.  
 
 
Riassunto  
 
Recenti studi genetici su scala genomica hanno individuato varianti genetiche comuni in associazione a diabete tipo 2. 
In questa analisi abbiamo studiato il ruolo di alcune di queste varianti sulla tolleranza glicemica e sulla funzione della 
beta cellula in una popolazione italiana di soggetti arruolati mediante screening opportunistico, considerati, in base alle 
caratteristiche cliniche, a rischio di sviluppare il diabete tipo 2.  
In 944 soggetti (età 49.4±11.2 anni; F 56.4%; BMI: 29.05±5.24 kg/m2) è stato eseguito un OGTT: il 43.5% dei soggetti 
era NGT, il 11.7% IFG, il 15.1% IGT, il 15.8% IFG e IGT, il 13.9% diabetico. Delle varianti analizzate in 8 geni 
(TCF7L2, HHEX, CDKAL1, IGF2BP2, CDKN2A/2B,  SLC30A8, GSK e KCNJ11) solo una (rs1799884 di GSK) era 
associata a diabete tipo 2, mentre le varianti di 5 geni (TCF7L2, CDKN2A/2B, IGF2BP2, SLC30A8 e GCK) erano 
associate alla glicemia a digiuno e/o alla glicemia a 2 ore nei soggetti non diabetici. La secrezione insulinica è stata 
caratterizzata mediante HOMA-B e indice insulinogenico e la funzione della beta cellula (secrezione insulinica corretta 
per il grado di sensibilità insulinica) è stata stimata mediante disposition index e AUC- cp/AUC-glicemia; è stato inoltre 
utilizzato un modello matematico ad hoc per la caratterizzazione delle diverse componenti della secrezione insulinica 
durante OGTT. Le varianti di 6 geni (TCF7L2, HHEX, IGF2BP2, CDKN2A/2B, SLC30A8 e GSK) erano associate a 
minore secrezione insulinica e a ridotta funzione della beta cellula e, tra queste, è stato replicato il ruolo principale di 
TCF7L2. Infine il rischio genetico combinato era associato a maggiore glicemia a digiuno e glicemia a 2 ore nonché a 
minore secrezione insulinica e a ridotta funzione della beta cellula nei soggetti non diabetici considerati a rischio di 
diabete in base ai classici fattori di rischio.  
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Introduzione 
 
 
Negli ultimi anni dagli studi di associazione su scala genomica sono emersi molti polimorfismi in asscociazione con il 
diabete mellito tipo 2, ma anche con la glicemia a digiuno e con la glicemia a 2 ore.  
Il meccanismo responsabile è nella maggior parte dei casi un’alterazione della secrezione insulinica. In questo studio 
abbiamo caratterizzato le varianti genetiche associate in precedenza a diabete tipo 2 in una popolazione italiana di 
soggetti a rischio di sviluppare questa alterazione metabolica e abbiamo studiato l’associazione di tali varianti con la 
secrezione insulinica, espressa non solo mediante i parametri di comune utilizzo, ma anche mediante un modello 
matematico ad hoc.  
 
Materiali e Metodi 
 
Popolazione dello studio: GENFIEV 
Lo studio GENFIEV è uno studio italiano multicentrico (14 centri nel territorio nazionale) disegnato per arruolare 
soggetti con IFG e/o IGT nel tentativo di identificare le caratteristiche fenotipiche e genotipiche che ci consentano di 
individuare i soggetti a elevato rischio di diabete tipo 2 (6). È stato eseguito un arruolamento opportunistico per mezzo 
di uno screening su soggetti inviati a centri di diabetologia per il loro rischio potenziale di diabete tipo 2. In totale sono 
stati arruolati 1017 soggetti in un periodo di 3 anni (2003-2005). Tutti i soggetti sono stati sottoposti a una visita clinica 
completa di esami ematochimici e a coloro che non avevano una diagnosi nota di diabete è stato somministrato un test 
da carico con 75 g di glucosio per os (OGTT). In un sottogruppo di questi soggetti era disponibile un campione per 
l’estrazione del DNA.  
 
Misurazioni 
Sono stati misurati peso, altezza, circonferenza vita e BMI dei soggetti inclusi nello studio. Dopo un digiuno notturno, i 
prelievi dell’OGTT sono stati eseguiti in condizioni basali e dopo 15,30, 60, 90 e 120 minuti dall’assunzione per os di 
75 g di glucosio in 5 minuti e sono stati dosati glicemia, insulinemia e C-peptide. I livelli di insulina e C-peptide sono 
stati determinati in modo centralizzato (laboratorio di Pisa) mediante immunoassay (Immulite, DPC; Los Angeles, CA, 
USA). In base ai risultati dell’OGTT, i soggetti sono stati suddivisi in cinque categorie: normotolleranti (NGT), alterata 
glicemia a digiuno (IFG), alterata tolleranza al glucosio (IGT), IFG + IGT, e diabete tipo 2, in accordo ai criteri del 
1997 dell’American Diabetes Association (7). L’insulino-resistenza è stata stimata mediante l’indice HOMA-IR, 
calcolato come descritto da Matthews et al. (8): (insulina a digiuno (mU/ l) x glicemia a digiuno (mmol/ l)/22.5). La 
secrezione insulinica è stata espressa mediante l’indice HOMA-B ( 20 × insulinemia (mU/l)/glicemia a digiuno 
(mmol/l) − 3.5) e l’indice insulinogenico (DeltaCP0-30min/DeltaG0-30min; CP0 e G0 sono i livelli a digiuno di c-
peptide e glicemia rispettivamente, mentre CP30 e G30 rappresentano i livelli di c-peptide e glicemia a 30 min) (9). La 
funzione della beta cellula, corretta per il grado di insulino-resistenza, è stata poi stimata mediante il disposition index  
(indice insulinogenico/HOMA-IR) e il rapporto AUC C-peptide/AUC glucosio (AUC-CP/AUC-PG). Per rappresentare 
in modo più dettagliato  la complessa risposta beta cellulare durante l’OGTT (non solo la prima fase, ma anche l’effetto 
dose-risposta al glucosio, il potenziamento, l’attivazione di meccanismi da parte degli ormoni gastrointestinali), sono 
stati messi a punto numerosi modelli matematici: in questo studio abbiamo utilizzato un modello minimale basato sulla 
curva del C-P (10), che consente di quantificare la secrezione insulinica basale (B-IS), la sensibilità della beta-cellula 
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alla velocità di incremento della glicemia [controllo derivativo (S-CD): pmol/m2 BSA/mM/min1] e la sensibilità della 
beta-cellula alla glicemia [controllo proporzionale (S-CP), curva stimolo-risposta della secrezione di insulina a glicemia 
4.0, 5.5, 8.0 e 11 mM: pmol/min/m2 BSA/mM].  
 
Determinazione del genotipo 
Sono state determinate 10 varianti geniche in 8 geni, riportati in numerosi studi in associazione a diabete tipo 2: 
rs7903146 (TCF7L2), rs1111875 (HHEX), rs7754840 e rs7756992 (CDKAL1), rs4402960 e rs1470579 (IGF2BP2), 
rs10811661 (CDKN2A/2B), rs13266634 (SLC30A8), rs1799884 (GCK) e rs5219 (KCNJ11). Per la determinazione del 
genotipo è stata utilizzata la discriminazione allelica con metodica Taq Man (ABI PRISM 7900). Per maggiori dettagli 
vedi la sezione “Materiali e metodi” dell’Introduzione. E’ stato poi calcolato un rischio genetico combinato in cui sono 
stati sommati gli alleli di rischio delle varianti di ciascun gene: non sono stati inclusi gli alleli di rischio delle varianti 
rs7756992 (in linkage con rs7754840) e rs1470579 (in linkage con rs4402960). La scelta di selezionare rs7754840 per 
CDKAL1 e rs4402960 per IGF2BP2 è stata dettata, a parità di comportamento in termini di associazioni, dalla maggiore 
numerosità dei soggetti in cui sono state determinate. Per la presenza di un numero esiguo di soggetti tra coloro che 
avevano un numero minimo e un numero massimo di alleli di rischio, alcune analisi sono state eseguite confrontando  i 
soggetti con ≤6 alleli di rischio vs. i soggetti con ≥ 9 alleli di rischio (25° e 75° percentile, rispettivamente). 
 
Analisi statistica 
Tutte le analisi statistiche sono state eseguite con il software SPSS Statistics 17.0. I dati sono espressi come media ± d.s. 
Le variabili che non seguivano una distribuzione normale sono state analizzate previa conversione nel relativo 
logaritmo naturale. Le differenze delle medie tra gruppi diversi sono state confrontate con l’analisi della varianza 
(ANOVA). Per studiare l’associazione di un genotipo con tratti quantitativi sono stati utilizzati modelli di regressione 
lineare, mentre per valutare l’associazione con variabili categoriche (presenza o meno di diabete) sono stati utilizzati 
modelli di regressione logistica. Tutte le analisi sono state corrette per età, genere e BMI. Non è stata applicata una 
correzione per test multipli; pertanto in tutte le analisi sono state considerate statisticamente significative p <0.05. 
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Risultati 
 
In questa analisi sono stati inclusi i soggetti per cui sono disponibili dati completi dell’OGTT (n = 944; F 56.4%; età 
49.4 ± 11.2 anni; BMI 29.05 ± 5.24 kg/m2.  Il 43.5% dei soggetti era NGT, il 11.7% IFG, il 15.1% IGT, il 15.8% IFG e 
IGT, il 13.9% diabetico.  
Tutti i genotipi degli SNP studiati seguivano l’equilibrio di Hardy-Weinberg. Il genotipo di queste varianti è stato 
replicato nel 10% dei campioni, con un tasso di concordanza del 100%. La frequenza degli alleli di rischio delle varianti 
caratterizzate era simile a quella riportata nella popolazione HapMap CEU. 
 
Diabete mellito tipo 2 
I fattori clinici che aumentavano il rischio di diabete (Tabella 1) erano l’età, il sesso maschile, il BMI, la circonferenza 
vita, maggiori livelli di trigliceridi e minori livelli di HDL-C. L’associazione dei trigliceridi non era più significativa 
dopo correzione per il grado di insulino-resistenza, mentre quella di HDL-C manteneva la propria significatività, a 
parità di età e sesso (P = 0.04).  
 
Tabella 1. Associazione dei fattori clinici con diabete mellito tipo 2 
 
 
Variabile n OR [IC95%] P* 
Età 940 1.06 [1.04;1.08] 1x10-18 
Genere (M) 942 2.51 [1.71;3.68] 2x10-6 # 
BMI 929 1.04 [1.01;1.08] 0.01† 
Circonferenza vita 910 1.02 [1.01;1.03] 0.002† 
Trigliceridi 851 1.96 [1.40;2.75] 8x10-4‡ 
HDL-C 846 0.96 [0.95;0.98] 2x10-5‡ 
HOMA-IR 937 2.95 [2.16;4.03] 1x10-11‡ 
 
 
* Analisi di regressione logistica univariata 
# Significativo anche dopo correzione per età; età e BMI 
† Significativo anche dopo correzione per età; età e sesso 
‡ Significativo anche dopo correzione per età; età e sesso; età, sesso e BMI. 
 
 
 
Di seguito sono riportate le associazioni delle singole varianti genetiche con il diabete tipo 2 (Tabella 2) e con la 
glicemia a digiuno e la glicemia a 2 ore nei soggetti non diabetici (Tabella 3).  
Nelle tabelle 4-6 sono riportate le associazioni delle singoli varianti genetiche con la secrezione insulinica espressa in 
termini di HOMA-B, indice insulinogenico, disposition index, rapporto AUCcp/AUGg e con le componenti del modello 
matematico.  
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Tabella 2. Associazione delle varianti genetiche con diabete mellito tipo 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AR: allele di rischio; FAR: frequenza dell’allele di rischio 
Analisi di regressione logistica, corretta per età, genere e BMI. Modello additivo 
 
 
Tabella 3. Associazione delle varianti genetiche con glicemia a digiuno e glicemia a 2 ore nei soggetti non 
diabetici 
 
 
Analisi di regressione lineare. Covariate: età, genere, BMI 
 
 
 
Crom. Gene (SNP) AR FAR n (DM2) OR [IC95%]  P 
10 TCF7L2 (rs7903146) T 0.39 825 (113) 0.94 [0.69;1.29] ns 
10 HHEX (rs1111875) G 0.60 824 (113) 1.14 [0.85;1.54] ns 
6 CDKAL1 (rs7754840) C 0.31 823 (113) 1.08 [0.79;1.47] ns 
6 CDKAL1 (rs7756992) G 0.29 813 (113) 0.99 [0.72;1.36] ns 
3 IGF2BP2 (rs4402960) A 0.32 823 (114) 0.96 [0.71;1.32] ns 
3 IGF2BP2 (rs1470579) C 0.33 820 (113) 0.94 [0.69;1.29] ns 
9 CDKN2A/2B (rs10811661) A 0.80 801 (111) 1.07 [0.75;1.54] ns 
8 SLC30A8 (rs13266634) C 0.74 818 (113) 1.06 [0.76;1.47] ns 
7 GCK (rs1799884) A 0.23 816 (112) 1.42 [1.03;1.97] 0.03 
11 KCNJ11 (rs5219) A 0.36 804 (113) 1.05 [0.77;1.43] ns 
    Glicemia a digiuno Glicemia a 2 ore 
Gene (SNP) Crom. AR n beta [IC95%] P beta [IC95%] P 
TCF7L2 (rs7903146) 10 T 712 2.80 [1.56;4.04] 0.00001 5.70 [2.22;9.18] 0.001 
HHEX (rs1111875) 10 G 711 -0.63 [-1.85;0.58] ns 0.15 [-3.23;3.53] ns 
CDKAL1 (rs7754840) 6 C 710 0.47 [-0.82;1.77] ns 2.42 [-1.17;6.02] ns 
CDKAL1 (rs7756992) 6 G 700 0.56 [-0.78;1.89] ns 2.55 [-1.20;6.29] ns 
IGF2BP2 (rs4402960) 3 A 709 1.83 [0.52;3.13] 0.006 3.62 [0.01;7.24] 0.04 
IGF2BP2 (rs1470579) 3 C 707 1.78 [0.48;3.07] 0.007 3.69 [0.08;7.31] 0.04 
CDKN2A/2B (rs10811661) 9 A 690 1.63 [0.09;3.18] 0.03 5.61 [1.33;9.89] 0.01 
SLC30A8 (rs13266634) 8 C 705 1.63 [0.24;3.01] 0.02 2.71 [-1.15;6.58] ns 
GCK (rs1799884) 7 A 704 1.53 [0.09;2.97] 0.03 -0.51 [-4.50;3.49] ns 
KCNJ11 (rs5219) 11 A 691 0.51 [-0.76;1.76] ns -1.20 [-4.71;2.31] ns 
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TCF7L2. Il genotipo di rs7903146 è stato caratterizzato in 846 soggetti (36.6% CC; 49.4% CT; 13.9% TT). I soggetti 
portatori dell’allele T avevano un BMI significativamente inferiore (beta: -1.09 [-1.62;-0.56]; p = 5x10-4), dopo 
correzione per età, sesso e diabete. In questa popolazione l’allele T, pur non essendo associato a diabete tipo 2, era 
associato a maggiori glicemia a digiuno e glicemia a 2 ore nei soggetti non diabetici. La sensibilità insulinica era simile 
tra i tre genotipi, mentre l’allele T era associato a una secrezione insulinica inferiore (HOMA-B e indice insulinogenico) 
e a una ridotta funzione della beta cellula (disposition index e rapporto AUC-CP/AUC-PG). Utilizzando il modello 
matematico, l’allele T era associato a una BSA tendenzialmente inferiore (p = 0.07) e a ridotti S-CP e controllo 
derivativo.  
 
HHEX.  Il genotipo di rs1111875 è stato caratterizzato in 845 soggetti (16.8% AA; 46.0% AG; 37.2% GG). Il BMI e la 
sensibilità insulinica non differivano in modo significativo tra i tre genotipi dopo correzione per età, sesso e diabete. In 
questa popolazione l’allele di rischio G non era  associato a diabete tipo 2, né alla glicemia a digiuno o a 2 ore nei 
soggetti non diabetici. Tuttavia, l’allele G era associato a una minore secrezione insulinica (indice insulinogenico) e a 
una ridotta funzione della beta cellula (disposition index). Utilizzando il modello matematico, l’allele G era associato a 
un controllo derivativo tendenzialmente inferiore (p = 0.06). 
 
CDKAL1. Di questo gene sono state caratterizzate due varianti genetiche (rs7754840 e rs7756992), tra di loro in linkage 
disequilibrium.  
Il genotipo di rs7754840 è stato caratterizzato in 844 soggetti (10.3% CC; 40.5% CG; 49.2% GG), mentre il genotipo di 
rs7756992 è stato caratterizzato in 833 soggetti (50.8% % AA; 40.6% AG; 8.6% GG). Per entrambe le varianti il BMI e 
la sensibilità insulinica erano simili nei soggetti con i tre genotipi dopo correzione per età, sesso e diabete. In questa 
popolazione gli alleli di rischio (C e G rispettivamente) non erano associati a diabete tipo 2 né alla glicemia a digiuno o 
a 2 ore nei soggetti non diabetici. La secrezione insulinica e la funzione beta cellulare, compresi i parametri esplorati dal 
modello matematico, non erano significativamente diversi nei soggetti con i tre genotipi. 
 
IGF2BP2. Di questo gene sono state caratterizzante due varianti genetiche: rs4402960 e rs1470579, tra di loro in 
linkage disequilibrium.  
Il genotipo di rs4402960 è stato caratterizzato in 844 soggetti (10.1% AA; 44.3% AC; 45.6% CC), mentre il genotipo di 
rs1470579 è stato caratterizzato in 840 soggetti (45.4% AA; 44.1% AC; 10.5% CC). Per entrambe le varianti, i soggetti 
portatori dell’allele di rischio (A e C rispettivamente) avevano un BMI inferiore (beta: -0.58 [-1.13;-0.03]; p=0.03 e 
beta: -0.56 [-1.11;-0.02]; p=0.04, rispettivamente) dopo correzione per età, sesso e diabete. La sensibilità insulinica era 
simile nei soggetti con i tre genotipi. In questa popolazione l’allele di rischio delle due varianti, pur  non essendo 
associato a diabete tipo 2, nei soggetti non diabetici era associato a maggiori glicemia a digiuno e glicemia a 2 ore, 
nonché a una minore secrezione insulinica (indice insulinogenico) e a una ridotta funzione della beta cellula (disposition 
index e rapporto AUC-CP/AUC-PG). Utilizzando il modello matematico, emergeva una differenza statisticamente 
significativa in termini di componente proporzionale della secrezione insulinica nei soggetti con i tre genotipi: in 
particolare nei soggetti eterozigoti tale componente era significativamente inferiore rispetto ai soggetti privi dell’allele 
di rischio (test post hoc di Bonferroni).  
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CDKN2A/2B. Il genotipo di rs10811661 è stato caratterizzato in 822 soggetti (64.0% AA; 31.9% AG; 4.1% GG). Il 
BMI era inferiore nei soggetti portatori dell’allele A (beta: -0.66 [-1.31;-0.02]; p=0.04) dopo correzione per età, sesso e 
diabete tipo 2; tuttavia la sensibilità insulinica era simile nei soggetti con i tre genotipi. In questa popolazione l’allele di 
rischio A, pur non essendo associato a diabete tipo 2, nei soggetti non diabetici era associato a maggiori glicemia a 
digiuno e glicemia a 2 ore. L’allele A era inoltre associato a una ridotta funzione della beta cellula (disposition index).  
 
SLC30A8. Il genotipo di rs13266634 è stato caratterizzato in 838 soggetti (54.5% CC; 38.8% CT; 6.7% TT). Il BMI e 
la sensibilità insulinica erano simili nei soggetti con i tre genotipi, dopo correzione per età, sesso e diabete. In questa 
popolazione l’allele di rischio C, pur non essendo associato a diabete tipo 2, nei soggetti non diabetici era associato a 
maggiore glicemia a digiuno. L’allele C era inoltre associato a una minore secrezione insulinica (HOMA-B e indice 
insulinogenico). 
 
GCK. Il genotipo di rs1799884 è stato caratterizzato in 837 soggetti (5.9% AA; 33.7% AG; 60.5% GG). Il BMI era 
inferiore nei soggetti portatori dell’allele di rischio A (beta: -0.77 [-1.37;-0.17]; p = 0.01) dopo correzione per età, sesso 
e diabete. La sensibilità insulinica era simile nei soggetti con i tre genotipi. In questa popolazione l’allele di rischio A 
era associato a diabete tipo 2 e nei soggetti non diabetici a una maggiore glicemia a digiuno. L’allele A era inoltre 
associato a una ridotta funzione beta cellulare (disposition index).  
 
KCNJ11. Il genotipo di rs5219 è stato caratterizzato in 824 soggetti (12.8% AA; 45.8% AG; 41.4% GG). Il BMI e la 
sensibilità insulinica erano simili nei soggetti con i tre genotipi. In questa popolazione l’allele di rischio A non era 
associato a diabete tipo 2, né a maggiore glicemia a digiuno o a 2 ore nei soggetti non diabetici. La secrezione insulinica 
e la funzione beta cellulare, compresi i parametri esplorati dal modello matematico, non erano significativamente 
diversi nei soggetti con i tre genotipi.  
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Tabella 4a. Associazione delle varianti genetiche con la secrezione insulinica (HOMA-B) nei soggetti non 
diabetici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisi di regressione lineare. Covariate: età, genere, BMI 
 
 
Tabella 4b. Associazione delle varianti genetiche con la secrezione insulinica (indice insulinogenico) nei soggetti 
non diabetici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisi di regressione lineare. Covariate: età, genere, BMI 
Gene (SNP) Crom. AR n beta [IC95%] P 
TCF7L2 (rs7903146) 10 T 704 -012 [-0.19;-0.06] 0.0004 
HHEX (rs1111875) 10 G 703 0.03 [-0.03;0.10] ns 
CDKAL1 (rs7754840) 6 C 702 -0.03 [-0.11;0.04] ns 
CDKAL1 (rs7756992) 6 G 693 -0.02 [-0.09;0.06] ns 
IGF2BP2 (rs4402960) 3 A 701 -0.01 [-0.08;0.06] ns 
IGF2BP2 (rs1470579) 3 C 699 -0.02 [-0.09;0.05] ns 
CDKN2A/2B (rs10811661) 9 A 681 -0.03 [-0.11;0.06] ns 
SLC30A8 (rs13266634) 8 C 697 -0.12 [-0.19;-0.04] 0.002 
GCK (rs1799884) 7 A 696 -0.05 [-0.13;0.03] ns 
KCNJ11 (rs5219) 11 A 682 0.003 [-0.07;0.07] ns 
Gene (SNP) Crom. AR n beta [IC95%] P 
TCF7L2 (rs7903146) 10 T 682 -0.11 [-0.20;-0.03] 0.009 
HHEX (rs1111875) 10 G 681 -0.10 [-0.18;-0.02] 0.01 
CDKAL1 (rs7754840) 6 C 680 -0.06 [-0.14;0.03] ns 
CDKAL1 (rs7756992) 6 G 671 -0.06 [-0.16;0.02] ns 
IGF2BP2 (rs4402960) 3 A 679 -0.12 [-0.21;-0.04] 0.006 
IGF2BP2 (rs1470579) 3 C 677 -0.12 [-0.21;-0.03] 0.006 
CDKN2A/2B (rs10811661) 9 A 660 -0.08 [-0.18;0.02] ns 
SLC30A8 (rs13266634) 8 C 675 -0.11 [-0.21;-0.02] 0.01 
GCK (rs1799884) 7 A 674 -0.08 [-0.18;0.01] ns 
KCNJ11 (rs5219) 11 A 661 -0.04 [-0.13;0.05] ns 
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Tabella 5a. Associazione delle varianti genetiche con la funzione beta cellulare (disposition index) nei soggetti non 
diabetici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisi di regressione lineare. Covariate: età, genere, BMI 
 
 
Tabella 5b. Associazione delle varianti genetiche con la funzione beta cellulare (AUC-CP/AUC-G) nei soggetti 
non diabetici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisi di regressione lineare. Covariate: età, genere, BMI 
 
 
 
Gene (SNP) Crom. AR n beta [IC95%] P 
TCF7L2 (rs7903146) 10 T 680 -0.11 [-0.21;-0.01] 0.03 
HHEX (rs1111875) 10 G 679 -0.11 [-0.21;-0.01] 0.03 
CDKAL1 (rs7754840) 6 C 678 -0.07 [-0.17;0.03] ns 
CDKAL1 (rs7756992) 6 G 669 -0.09 [-0.20;0.02] ns 
IGF2BP2 (rs4402960) 3 A 677 -0.18 [-0.28;-0.07] 0.001 
IGF2BP2 (rs1470579) 3 C 675 -0.17 [-0.28;-0.07] 0.001 
CDKN2A/2B (rs10811661) 9 A 658 -0.13 [-0.25;-0.002] 0.04 
SLC30A8 (rs13266634) 8 C 673 -0.09 [-0.21;0.02] ns 
GCK (rs1799884) 7 A 672 -0.12 [-0.24;-0.001] 0.04 
KCNJ11 (rs5219) 11 A 659 -0.06 [-0.17;0.04] ns 
Gene (SNP) Crom. AR n beta [IC95%] P 
TCF7L2 (rs7903146) 10 T 691 -0.004 [-0.007;-0.002] 0.0001 
HHEX (rs1111875) 10 G 690 -0.002 [-0.004;0.001] ns 
CDKAL1 (rs7754840) 6 C 689 -0.001 [-0.003;0.002] ns 
CDKAL1 (rs7756992) 6 G 680 -0.001 [-0.003;0.002] ns 
IGF2BP2 (rs4402960) 3 A 688 -0.003 [-0.005;-0.001] 0.02 
IGF2BP2 (rs1470579) 3 C 686 -0.003 [-0.005;-0.001] 0.01 
CDKN2A/2B (rs10811661) 9 A 668 -0.003 [-0.005;0.0001] ns 
SLC30A8 (rs13266634) 8 C 684 -0.002 [-0.005;0.0003] ns 
GCK (rs1799884) 7 A 683 -0.002 [-0.004;0.001] ns 
KCNJ11 (rs5219) 11 A 670 -0.001 [-0.004;0001] ns 
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Tabella 6a. Associazione delle varianti genetiche con la secrezione insulinica basale nei soggetti non diabetici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisi di regressione lineare. Covariate: età, genere, BMI. Secrezione insulinica basale convertita nel logaritmo prima 
dell’analisi 
 
Tabella 6b. Associazione delle varianti genetiche con la componente derivativa della secrezione insulinica nei 
soggetti non diabetici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisi di regressione lineare. Covariate: età, genere, BMI 
 
 
 
 
Gene (SNP) Crom. AR n beta [IC95%] P 
TCF7L2 (rs7903146) 10 T 651 -0.04 [-0.09;0.004] ns 
HHEX (rs1111875) 10 G 650 0.01 [-0.04;0.06] ns 
CDKAL1 (rs7754840) 6 C 649 0.03 [-0.02;0.07] ns 
CDKAL1 (rs7756992) 6 G 640 0.03 [-0.02;0.08] ns 
IGF2BP2 (rs4402960) 3 A 649 0.004 [-0.04;0.05] ns 
IGF2BP2 (rs1470579) 3 C 646 -0.003 [-0.05;0.05] ns 
CDKN2A/2B (rs10811661) 9 A 632 0.04 [-0.02;0.09] ns 
SLC30A8 (rs13266634) 8 C 644 -0.03 [-0.08;0.03] ns 
GCK (rs1799884) 7 A 644 0.02 [-0.04;0.07] ns 
KCNJ11 (rs5219) 11 A 631 -0.02 [-0.06;0.03] ns 
Gene (SNP) Crom. AR n beta [IC95%] P 
TCF7L2 (rs7903146) 10 T 641 -0.14 [-0.23;-0.04] 0.008 
HHEX (rs1111875) 10 G 640 -0.09 [-0.19;0.01] 0.06 
CDKAL1 (rs7754840) 6 C 640 -0.03 [-0.13;0.07] ns 
CDKAL1 (rs7756992) 6 G 630 -0.06 [-0.17;0.04] ns 
IGF2BP2 (rs4402960) 3 A 639 -0.07 [-0.17;0.03] ns 
IGF2BP2 (rs1470579) 3 C 636 -0.07 [-0.18;0.03] ns 
CDKN2A/2B (rs10811661) 9 A 622 -0.05 [-0.17;0.08] ns 
SLC30A8 (rs13266634) 8 C 634 -0.04 [-0.15;0.07] ns 
GCK (rs1799884) 7 A 634 -0.05 [-0.17;0.06] ns 
KCNJ11 (rs5219) 11 A 620 -0.04 [-0.14;0.06] ns 
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Rischio genetico combinato. In 779 dei soggetti inclusi in questa analisi sono state caratterizzate tutte e otto le varianti 
(rischio genetico combinato: mediana 7 alleli di rischio; minimo 1; massimo 13; figura 1).  
 
 
Figura 1. Distribuzione del numero degli alleli di rischio 
 
 
 
 
 
Un maggior numero di alleli di rischio era associato a un BMI inferiore (beta: -0.40 [-0.60;-0.21] per ogni allele di 
rischio; p = 5x10-4) dopo correzione per età, sesso e diabete.  
La sensibilità insulinica non era tuttavia influenzata dal numero di alleli di rischio.   
In questa popolazione il rischio genetico combinato non era associato a diabete tipo 2, ma nei soggetti non diabetici un 
maggior numero di alleli di rischio era associato a maggiori glicemia a digiuno e a glicemia a 2 ore (Figura 2).  
 
 
 
Figura 2. Glicemia a digiuno e glicemia a 2 ore in accordo al numero di alleli di rischio 
 
≤6  ≥9  
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Inoltre un maggior numero di alleli di rischio era associato a una minore secrezione insulinica (HOMA-B e indice 
insulinogenico; figura 3a) e a una ridotta funzione della beta cellula (disposition index e AUC-cp/AUC-g; figura 3b).  
 
 
 
Figura 3a. Indici di secrezione insulinica (HOMA-B e indice insulinogenico) in accordo al numero di alleli di 
rischio.
 
 
 
Figura 3b. Indici di funzione della beta cellula (disposition index e AUC-cp/AUC glucosio) in accordo al numero 
di alleli di rischio. 
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Utilizzando il modello matematico, i soggetti non diabetici con un numero maggiore di alleli di rischio avevano una 
minore componente derivativa e una minore componente proporzionale della secrezione insulinica rispetto ai soggetti 
con un numero minore di alleli di rischio (Figura 3c). 
 
 
Figura 3c. Indici di secrezione insulinica (componente derivativa e proporzionale) in accordo al numero di alleli 
di rischio.  
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Discussione 
 
Il risultato principale di questo studio consiste nella conferma del ruolo principale di TCF7L2 nell’alterazione della 
funzione della beta cellula, come dimostrato dall’associazione significativa con quasi tutti i parametri presi in 
considerazione, a eccezione della secrezione insulinica basale ottenuta con il modello matematico. La mancata 
replicazione dell’associazione di questa variante con diabete tipo 2 è molto probabilmente da imputare al ridotto 
numero di soggetti diabetici presenti. Tuttavia, pur con questo limite, è stata replicata l’associazione di GCK con 
diabete tipo 2. Poiché a oggi le varianti di TCF7L2 sono quelle con l’effetto maggiore riportato in letteratura, 
l’associazione di GCK potrebbe derivare da un bias di selezione dei soggetti arruolati in occasione dello screening 
opportunistico, non rappresentativi della popolazione generale; resta comunque un risultato da prendere con cautela.  
Nonostante il basso potere statistico nell’individuare il rischio di diabete tipo 2, nei soggetti non diabetici abbiamo 
trovato un’associazione delle varianti di TCF7L2, IGF2BP2, CDKN2A/2B, SLC30A8 e GCK con la glicemia a digiuno e 
delle varianti di TCF7L2, IGF2BP2 e CDKN2A/2B con la glicemia a 2 ore.  
Un merito di questo studio è che la secrezione insulinica è stata caratterizzata in modo dettagliato, non solo con i 
parametri comunemente utilizzati in letteratura  (indice insulinogenico e disposition index), ma anche con un modello 
matematico ad hoc, che consente di esplorare nel dettaglio le diverse componenti della secrezione insulina dopo OGTT. 
Le singole varianti genetiche hanno mostrato un pattern di associazione eterogeneo con i diversi parametri utilizzati 
(TCF7L2 e  SLC30A8 con un minore HOMA-B; TCF7L2, HHEX, IGF2BP2 e SLC30A8 con un minore indice 
insulinogenico; TCF7L2, HHEX, IGF2BP2, CDKN2A/2B e GCK con un minore disposition index; TCF7L2 e IGF2BP2 
con un minore AUC-CP/AUC-G), ma il rischio genetico combinato è associato in modo significativo con la maggior 
parte dei parametri utilizzati, comprese la componente proporzionale e quella derivativa della secrezione insulinica 
ottenute dal modello. 
I nostri risultati confermano pertanto il ruolo degli score genetici come strumento utile per identificare una 
predisposizione genetica anche in popolazioni di numero contenuto.   
La popolazione di questo studio non è una coorte storica, né una composizione di casi e controlli; è costituita da soggetti 
per lo più sovrappeso, considerati dai propri medici curanti a rischio di sviluppare diabete tipo 2. Non è pertanto un 
campione rappresentativo della popolazione generale, ma ci fornisce l’opportunità di verificare che le varianti genetiche 
emerse ad oggi in associazione al diabete tipo 2 svolgono un ruolo anche in soggetti selezionati in base ai classici fattori 
di rischio clinici.  
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Interazione tra varianti genetiche e crescita prenatale nell’insorgenza di diabete tipo 2 
 
 
Riassunto 
 
Il diabete è una patologia multifattoriale, in cui fattori di rischio ambientali sembrano insistere su un background di 
predisposizione genetica. Numerose osservazioni epidemiologiche hanno suggerito che stress intervenuti precocemente 
nella vita di un individuo, compreso il periodo intrauterino, possono predisporre a un maggiore rischio di sviluppare in 
epoche successive patologie croniche, tra cui le malattie cardiovascolari e il diabete tipo 2. Il peso alla nascita è in 
genere un buon indice dello stato nutrizionale e, più in generale, dell’ambiente intrauterino. Lo scopo del nostro studio è 
stato valutare se alcuni dei polimorfismi associati a diabete tipo 2 (nei geni TCF7L2, IGF2BP2, HHEX, CDKN2A/2B, 
CDKAL1, JAZF1) hanno anche un effetto sul peso alla nascita o se con questo interagiscono nella predisposizione 
futura a diabete tipo 2.  
Da una coorte finlandese (Helsinki Birth Cohort Study), sono stati selezionati in modo random 2003 individui di età 
compresa tra i 56 e i 70 anni, che avevano eseguito una curva da carico con glucosio (OGTT), e sono stati caratterizzati 
per il genotipo delle suddette varianti. Nella coorte un basso peso alla nascita aumentava il rischio di diabete tipo 2; il 
peso alla nascita inoltre presentava una relazione lineare e positiva sia con la sensibilità insulinica che con la funzione 
beta cellulare. I soggetti portatori delle varianti di rischio in HHEX e CDKN2A/2B, se confrontati con i portatori dei 
genotipi non di rischio, avevano un minore e un maggiore peso alla nascita rispettivamente. Nella nostra coorte è stata 
replicata solo l’associazione tra l’allele di rischio del polimorfismo in TCF7L2 e il diabete tipo 2; tale associazione era 
indipendente dal peso alla nascita. Al contrario, le varianti di rischio in HHEX, CDKN2A/2B e JAZF1 interagivano con 
il peso alla nascita nell’aumentare il rischio di diabete tipo 2. L’effetto combinato dei polimorfismi studiati aumentava 
in modo significativo il rischio di diabete nell’intera popolazione: i portatori di più di 7 alleli di rischio mostravano un 
rischio di sviluppare diabete circa 2 volte maggiore rispetto ai portatori di meno di 4 alleli di rischio e ogni addizionale 
variante di rischio aumentava il rischio del 16%. E’ stata inoltre osservata un’interazione con il peso alla nascita 
(pinter=0.00008): i soggetti con un minore peso alla nascita e con un numero maggiore di alleli di rischio avevano la 
massima probabilità di sviluppare il diabete tipo 2 in età adulta. In conclusione, la presenza di condizioni avverse nella 
vita intrauterina sembra potenziare il rischio conferito da un background genetico sfavorevole per la predisposizione a 
diabete tipo 2. Pertanto garantire condizioni ottimali durante la gravidanza per prevenire un ridotto peso alla nascita 
potrebbe essere un modo per ridurre il burden di rischio ereditato con il genotipo parentale. 
64 
 
Introduzione  
 
 
Numerose evidenze epidemiologiche hanno suggerito l’associazione tra un basso peso alla nascita e un successivo 
maggior rischio di sviluppare diabete tipo 2 in età adulta (1-3). La thrifty phenotype hypothesis suggerisce un potenziale 
meccanismo patogenetico (2;4): fattori ambientali precoci, in grado di alterare la crescita e lo sviluppo durante la vita 
intrauterina, determinerebbero alterazioni patologiche tardive, tra cui alterazioni metaboliche e il diabete tipo 2. In 
particolare, condizioni nutrizionali avverse durante la vita intrauterina innescherebbero una risposta adattativa 
immediata, finalizzata a proteggere organi fondamentali come il cervello, al prezzo di compromettere la funzione di 
altri tessuti periferici.  
A fronte di una consolidata associazione tra un basso peso alla nascita e una ridotta sensibilità insulinica (5;6), quella 
con una ridotta secrezione insulinica è più controversa (7). Originariamente, la fetal insulin hypothesis prevedeva come 
corollario uno sviluppo ridotto del pancreas endocrino, associato a una compromissione latente della funzione beta 
cellulare: la successiva insorgenza di insulino-resistenza comporterebbe quindi l’alterazione dell’omeostasi glucidica. 
Se alcuni modelli animali supportano tale ipotesi (8), nell’uomo le cose sono più complesse, in quanto le beta cellule 
fetali raggiungono la loro autonomia funzionale entro la fine del primo trimestre di gravidanza, ma i processi di 
rimodellamento delle isole pancreatiche intervengono almeno fino all’età di 4 anni (9).  
Infine, la relazione tra geni, fattori ambientali precoci e tardivi e rischio di diabete tipo 2 è ulteriormente complicata 
dalla possibilità che un comune background genetico possa determinare un basso peso alla nascita da un lato e un 
rischio aumentato di diabete in età adulta dall’altro. Classici sono gli esempi della glucochinasi (GK) e del locus INS 
VNTR. I soggetti portatori di alcune mutazioni nel gene della GK sono caratterizzati da una ridotta secrezione 
insulinica e da un basso peso alla nascita e sviluppano successivamente una rara forma di diabete (MODY2) (10). Allo 
stesso modo, il locus INS VNTR, che regola la trascrizione del gene dell’insulina, è stato associato al peso alla nascita 
(11).  
In questa analisi abbiamo indagato se anche alcune delle varianti genetiche comuni recentemente emerse in 
associazione al diabete tipo 2 influenzano il peso alla nascita o interagiscono con questo in termini di rischio di diabete 
tipo 2. 
 
Materiali e Metodi 
 
Popolazione dello studio e misurazioni 
Helsinki birth cohort: maggiori dettagli sono riportati nel capitolo “Metodologie di laboratorio per lo studio dei geni 
associati al diabete”. In questa analisi sono stati inclusi i 2.003 soggetti (53.7% donne; età compresa tra i 56 e 70 anni) 
che avevano eseguito l’OGTT nel periodo 2001-2004. La glicemia è stata determinata con il metodo dell'esochinasi; la 
concentrazione plasmatica d’insulina per mezzo di un test immunometrico a due siti. La glicemia e i livelli plasmatici 
d’insulina erano misurati in condizioni basali, a 30 minuti dall'inizio del test, e alla fine (120 min). La diagnosi di 
diabete è stata posta sulla base dei risultati dell'OGTT secondo i criteri OMS del 1999. La sensibilità insulinica è stata 
stimata mediante l'indice di sensibilità insulinica [ISI = 0.156 - 0.0000459 x Ins120 - 0.000321 x Ins0 - 0.00541 x Gluc120 
(12)]; la funzione beta cellulare è stata valutata con l'indice insulinogenico corretto (CIR30 = [100 x I30] / G30 x [G30 – 
3.89]) (13). Per correggere la secrezione insulinica per i livelli d’insulino-resistenza periferica è stato calcolato il 
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disposition index (DI = CIR30 x ISI). Infine, è stata misurata la concentrazione della proinsulina intatta a digiuno e 
calcolato il rapporto basale proinsulina/insulina (PI/I).  
 
 
 Determinazione del genotipo 
Sono state determinate 6 varianti geniche (6 geni), riportati in precedenza in associazione a diabete tipo 2: rs7903146 
(TCF7L2), rs1111875 (HHEX), rs7754840 (CDKAL1), rs4402960 (IGF2BP2), rs10811661 (CDKN2A/2B) e rs864745 
(JAZF1).. Per la determinazione del genotipo è stata utilizzata la discriminazione allelica con metodica Taq Man (ABI 
PRISM 7900). Per maggiori dettagli vedi la sezione “Materiali e metodi” dell’Introduzione. 
 
 
 Analisi statistica 
I dati sono presentati come media ± deviazione standard. I parametri che non avevano una distribuzione normale sono 
presentati come mediana e relativo range interquartile; in quest'ultimo caso l'analisi è stata eseguita sui relativi valori 
logaritmici. È stato quindi calcolato un rischio genetico combinato sommando gli alleli di rischio di ciascuna variante 
ed è stato confrontato il gruppo di soggetti “ad alto rischio genetico” con il gruppo “a basso rischio genetico”, 
suddividendo la popolazione in quintili in base al numero di alleli di rischio presenti (≥ 7 alleli di rischio vs. ≤4) 
Per confrontare le variabili continue tra i gruppi è stata utilizzata l’analisi della covarianza (ANCOVA), mentre per 
confrontare le frequenze tra i gruppi è stato eseguito il test di Pearson (chi2).  
L’associazione tra allele di rischio e peso alla nascita è stata valutata mediante regressione lineare, includendo nel 
modello anche genere, età gestazionale, parità, età materna, BMI materno.  
L’associazione tra allele di rischio, secrezione insulinica e sensibilità insulinica è stata indagata esclusivamente nei 
soggetti non diabetici mediante regressione lineare, includendo nel modello anche genere, età e BMI. È stata inoltre 
verificata la presenza eventuale di collinearità tra i predittori inclusi nel modello.  
Per stimare la capacità predittiva del genotipo di sviluppare diabete tipo 2 è stata utilizzata un’analisi di regressione 
logistica, dopo aver corretto per età, genere e BMI. 
Per indagare le interazioni tra peso alla nascita e genotipo nella predisposizione a diabete tipo 2 è stato eseguito un test 
statistico formale sull’intera popolazione. Tale approccio prevede l’inclusione nel modello di regressione logistica di 
un’ulteriore variabile, derivante dal prodotto “peso alla nascita * genotipo”, in accordo con l’equazione “y = a + bx + cg 
+ dgx”, dove a rappresenta l’intercetta; x il peso alla nascita; g il genotipo; b, c, d i rispettivi coefficienti.  
Sono stati considerati statisticamente significativi p nominali a due code < 0.05 (non corretti per la molteplicità dei test 
eseguiti). Tutte le analisi statistiche sono state eseguite per mezzo del programma SPSS versione 15.0. 
66 
 
Risultati 
 
Le caratteristiche della coorte alla nascita e in occasione della visita di follow-up nel periodo 2001-2004 sono riportate 
in tabella 1. Il peso alla nascita era disponibile per tutti i soggetti della coorte, ma dati completi su genere, età 
gestazionale, parità, BMI materno ed età materna erano presenti solo per 1657 soggetti. 
 
Tabella 1. Caratteristiche cliniche della coorte alla nascita e in età adulta  
 
 Uomini Donne P 
Peso alla nascita (g) 3511 ± 469 3377 ± 441 <0.001a 
Lunghezza alla nascita (cm) 50.8 ± 1.9 50.1 ± 1.7 <0.001a 
Età (anni) 61.5 ± 2.8 61.5 ± 3 ns 
BMI (kg/m2) 27.5 ± 4 27.7 ± 5 ns 
Circonferenza vita (cm) 100.7 ± 11 91.07 ± 13 <0.001 b 
WHR (Waist/hip ratio) 0.99 ± 0.06 0.87 ± 0.07 <0.001 b 
Massa grassa (kg) 20.9 ± 8.1 25.6 ± 9.6 <0.001 b 
Massa magra (kg) 65 ± 7.8 47.8 ± 5.7 <0.001 b 
 
a
 ANOVA aggiustata per età gestazionale, BMI ed età materni, parità   
b ANOVA aggiustata per età  
 
In particolare, dei 2003 soggetti, 311 (15.6%) avevano sviluppato diabete tipo 2 (DM2) e 496 (24.8%) alterata 
tolleranza al glucosio (IGT). Il diabete tipo 2 era più rappresentato nel genere maschile (19.5% vs.12.1 %; p < 0.01) e il 
rischio aumentava per crescente BMI (OR 1.16 [1.13-1.19], p = 1.2 x 10 -29).  
I soggetti che nella vita adulta avevano sviluppato DM2 o IGT alla nascita erano più piccoli (peso e lunghezza) degli 
individui con normale tolleranza glucidica (Tabella 2). Tuttavia gli individui che alla nascita avevano un peso minore 
mantenevano anche nella vita adulta valori inferiori di BMI (beta = 0.76, p < 0.001), circonferenza vita (beta = 2.03, p < 
0.001), massa grassa (beta = 1.5, p < 0.001) e massa magra (beta = 3.4, p < 0.001).  
 
 
Tabella 2. Caratteristiche della coorte alla nascita in accordo alla tolleranza glucidica in età adulta.  
 
 Intera coorte (n) NGT (n) IGT/T2D (n) p 
Peso (g) 3439 ± 460 (1657) 3466 ± 447 (976) 3402 ± 475 (681) <0.01 
Lunghezza (cm) 50 ± 2 (1643) 51 ± 2 (969) 50 ± 2 (674) <0.01 
 
ANCOVA corretta per età gestazionale, genere, età e BMI materni, parità.  
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Dopo aver corretto per età, genere e BMI, il basso peso alla nascita aumentava il rischio futuro di diabete tipo 2 (OR: 
1.42 [1.09 - 1.84]; p = 0.008).  
Quest’associazione era supportata da quanto osservato nei non diabetici: dopo aver corretto per età, genere e BMI 
corrente, era evidente una correlazione positiva non solo tra peso alla nascita e sensibilità insulinica nella vita adulta 
(beta = 0.02; p = 2x10-5), ma anche tra peso alla nascita e disposition index: (beta = 0.11; p = 0.04). Pertanto i soggetti 
con minore peso alla nascita erano caratterizzati sia da una minore sensibilità all’insulina dei tessuti periferici, che da 
una peggiore capacità della beta cellula di far fronte all’aumentata insulino-resistenza. In Figura 1 la sensibilità 
insulinica e il disposition index sono rappresentati in accordo ai terzili di peso alla nascita. 
 
Figura 1. Sensibilità insulinica (a) e funzione beta cellulare (b) in accordo al peso alla nascita 
a)                                                                         
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Il genotipo del polimorfismo rs7903146 (TCF7L2) è stato ottenuto in 1950 soggetti (97.4%); il genotipo di rs1111875 
(HHEX) in 1941 (97%); il genotipo di rs7754840 (CDKAL1) in 1899 (94.8%); il genotipo di rs4402960 (IGF2BP2) in 
1881 (94%); il genotipo di rs10811661 (in prossimità di CDKN2A/2B) in 1904 (95.1%); il genotipo di rs864745 
(JAZF1) in 1961 (98%). Gli alleli di rischio sono stati definiti sulla base di precedenti studi di associazione.  
La frequenza dell’allele di rischio di ogni polimorfismo è riportata in Tabella 5. Tutti i genotipi seguivano l’equilibrio di 
Hardy-Weinberg nei soggetti senza diabete tipo 2. Nei soggetti diabetici il genotipo di rs4402960 (IGF2BP2) deviava 
da tal equilibrio (p = 0.0068), pur essendo poco probabile un errore di genotipizzazione, poiché la rivalutazione di 100 
campioni (5% del totale) evidenziava un tasso di concordanza del 100%.  
 
TCF7L2. Dati completi su peso alla nascita, caratteristiche materne e gestazione erano disponibili in 1620 soggetti 
caratterizzati per il genotipo della variante rs7903146 del gene TCF7L2. L’allele di rischio (T) non modificava il peso 
alla nascita, ma era associato a rischio aumentato di diabete tipo 2 (OR 1.47 [1.18-1.82], padd = 0.001). Non c’era alcuna 
interazione significativa tra questa variante e peso alla nascita.  
L’associazione riscontrata con diabete tipo 2 era supportata dall’effetto dell’allele T sulla funzione beta cellulare nei 
soggetti non diabetici. L’allele T, rispetto all’allele C, era caratterizzato da minore CIR30 e DI (beta = -0.13; padd = 0.008 
e padd = 0.01 rispettivamente).  
 
HHEX. Dei soggetti caratterizzati per il genotipo della variante rs1111875 del gene HHEX, informazioni complete su 
peso alla nascita, caratteristiche materne e gestazione erano disponibili in 1611 soggetti.  
L’allele di rischio (G) tendeva a essere associato a un ridotto peso alla nascita rispetto all’allele A, anche se la 
significatività statistica non era raggiunta. Tuttavia, i portatori dell’allele di rischio (genotipo AG/GG) avevano 
nell’insieme un peso alla nascita significativamente inferiore rispetto ai soggetti con genotipo AA.  
Sebbene nella coorte l’allele G non fosse associato in modo statisticamente significativo a rischio aumentato di diabete 
tipo 2, esso interagiva con il peso alla nascita nel predire il rischio futuro di diabete: l’effetto predisponente dell’allele G 
era più pronunciato in presenza di un minore peso alla nascita. 
D’altra parte, nei soggetti non diabetici l’allele G, rispetto all’allele A, era associato a ridotta funzione beta cellulare 
(CIR30 e DI: beta = -0.12; padd  = 0.002).  
 
IGF2BP2. Dati completi su peso alla nascita, condizioni materne e gestazione erano noti per 1559 degli individui 
caratterizzati per il genotipo della variante rs4402960 nel gene IGF2BP2.  
L'allele di rischio (A) non mostrava alcun effetto sul peso alla nascita, né era associato a rischio di diabete tipo 2. 
Nessuna interazione era presente tra peso alla nascita e polimorfismo di rischio nella predisposizione a diabete tipo 2.  
Nei soggetti non diabetici la funzione beta cellulare non era modificata dall'allele A (CIR30: beta = 0.016; padd = ns; DI: 
beta = 0.019; padd = ns). 
 
CDKAL1. Dei soggetti caratterizzati per il genotipo della variante rs7754840 nel gene CDKAL1, informazioni complete 
su peso alla nascita, caratteristiche materne e gestazione erano disponibili in 1578 casi.  
L'allele di rischio (C) non modificava il peso alla nascita, non prediceva un rischio aumentato di diabete tipo 2 nella 
coorte, né interagiva con il peso alla nascita nell’influenzare tale rischio.  
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Sebbene l’allele C, rispetto all’allele G, non fosse caratterizzato da ridotta funzione beta cellulare nei soggetti non 
diabetici (CIR30: beta = -0.007; padd = ns; DI: beta = -0.012; padd = ns), era tuttavia associato a un aumentato rapporto 
proinsulina/insulina (beta = 0.08; padd = 0.0001). 
 
CDKN2A/2B. Dati completi su peso alla nascita, caratteristiche materne e gestazione erano noti in 1578 dei soggetti 
caratterizzati per il genotipo della variante rs10811661 in prossimità del locus CDKN2A/2B. 
L'allele di rischio (A) era associato a un incremento di 48 g del peso alla nascita ([95% CI: +8; +87]; padd = 0.018) 
rispetto all’allele G. In particolare, i soggetti omozigoti per l'allele A avevano un peso maggiore dei portatori dei 
genotipo AG o GG (AA: 3450.5 ± 460.4 vs. AG/GG: 3402.7 ± 451.6 g, p = 0.004).  
Sebbene l’allele A di per se non modificasse il rischio di diabete tipo 2 nella coorte, interagiva in modo statisticamente 
significativo con il peso alla nascita: l'effetto della variante di rischio era maggiore in presenza di un minore peso alla 
nascita. D’altra parte nei soggetti non diabetici l'allele A non era associato a una ridotta funzione della beta cellula 
(CIR30: beta = -0.02; padd = ns; DI: beta  = -0.02; padd = ns).  
 
JAZF1. Informazioni complete su peso alla nascita, caratteristiche materne e gestazione  erano disponibili in 1625 
soggetti caratterizzati per il genotipo della variante rs864745 nel gene JAZF1.  
L'allele di rischio (A) non modificava il peso alla nascita, né era associato a rischio aumentato di diabete tipo 2. Tuttavia 
interagiva con il peso alla nascita in modo statisticamente significativo nel predisporre a diabete tipo 2: il rischio 
conferito dall'allele A era maggiore in presenza di un minore peso alla nascita.  
D’altra parte l'allele A, rispetto all’allele G, non era associato a ridotta funzione beta cellulare nei soggetti non diabetici 
(CIR30 e DI: beta = -0.01; padd = ns).   
 
I dettagli sulla relazione tra singole varianti genetiche, peso alla nascita, rischio di diabete tipo 2 e secrezione insulinica 
sono forniti  nelle tabelle 3-5.  
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Tabella 3. Varianti genetiche e peso alla nascita.  
 
Crom Gene SNP GENOTYPE (n) p 
10 TCF7L2 rs7903146 CC (1028) CT (525) TT (67)  
   3446.1 ± 451 3432.6 ± 473 3433 ± 503 ns 
10 HHEX rs1111875 AA (352) AG (807) GG (452)  
   3495.6 ± 452 3426.4 ± 460 3421.7 ± 465 0.09* 
3 IGF2BP2 rs4402960 AA (153) AC (592) CC (814)  
   3435.7 ± 457 3448.8 ± 447 3433.8 ±469 ns 
6 CDKAL1 rs7754840 CC (179) CG (712) GG (687)  
   3423.4 ± 422 3451.8 ± 465 3443 ± 459 ns 
9 CDKN2A/2B rs10811661 AA (1158) AG (386) GG (34)  
   3450.5 ± 460 3389.1 ± 458 3557 ± 336 0.018 
7 JAZF1 rs864745 AA (390) AG (829) GG (406)  
   3451.4 ± 447 3431.1 ± 465 3440.7 ± 452 ns 
 
Analisi di regressione lineare, aggiustate per età gestazionale, genere, età materna, BMI materno e parità.  
* portatori dell’allele di rischio (AG + GG) vs non portatori  (AA): p<0.05 
 
Tabella 4. Varianti genetiche, peso alla nascita e rischio di diabete tipo 2.   
 
Chr Gene SNP AR FAR OR (95% CI) pinter 
10 TCF7L2 rs7903146 T 0.20 1.47 (1.18-1.82) ns 
10 HHEX rs1111875 G 0.53 1.12 (0.94-1.34) 0.039 
3 IGF2BP2 rs4402960 A 0.29 1.17 (0.96-1.42) ns 
6 CDKAL1 rs7754840 C 0.34 1.21 (0.99-1.47) ns 
9 CDKN2A/2B rs10811661 A 0.85 1.25 (0.95-1.64) 0.03 
7 JAZF1 rs864745 A 0.49 1.06 (0.88-1.27) 0.02 
 
FAR: Frequenza dell’allele di rischio.  
Analisi di regressione logistica, corretta per età, genere e BMI. Modello additivo.   
Pinter = interazione tra variante genetica e peso alla nascita.  
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Tabella 5. Varianti genetiche e funzione beta cellulare nei soggetti non diabetici  
 
a) CIR30 e Disposition index 
  
Crom Gene SNP Genotipo CIR30 padd DI padd 
10 TCF7L2  rs7903146 CC 36.1[19.1-74.9] 0.008 4.02 [2.1-8.5] 0.01 
   CT 31.2[16.7-64.9]  3.37 [1.9-7.3]  
   TT 23.05[12.8-59.1]  2.6 [1.5-2.6]  
10 HHEX  rs1111875 AA 37.8[19.4-77] 0.002 4.3 [2.07-8.8] 0.002 
   AG 33.5[17.8-70.5]  3.7 [1.9-8.1]  
   GG 31.1[16.7-65.5]  3.4 [1.8-7.4]  
3 IGF2BP2  rs4402960 AA 33.6[18.2-75.5] ns 3.97 [2.1-8.1] ns 
   AC 33.7[17.3-70.8]  3.85 [1.9-7.9]  
   CC 33.5[17.9-71.6]  3.74 [1.9-8.1]  
6 CDKAL1  rs7754840 CC 33.4[14.9-76.7] ns 3.69 [1.6-9.1] ns 
   CG 32.9[17.1-75]  3.7 [1.9-8.6]  
   GG 35.5[18.6-68.3]  3.89 [2.08-7.6]  
9 CDKN2A/2B rs10811661 AA 33.7[18.1-71.1] ns 3.85 [1.98-8.1] ns 
   AG 33.5[17.1-70.4]  3.7 [1.97-7.76]  
   GG 50.4[15.9-112.7]  5.6 [1.74-14.1]  
7 JAZF1  rs864745 AA 36.3[17.6-74.4] ns 3.9 [1.9-8.5] ns 
   AG 33.5[17.3-69.8]  3.7 [1.9-7.7]  
   GG 32.8[19.1-73.8]  3.79 [2-8.5]  
 Alto rischio  ≥7 30.1[14.9-72] 0.019 3.3 [1.6-8.6] 0.022 
 Basso rischio  ≤4 39.7[20-83.6]  4.3 [2.2-9.5] 
 
 
CIR30: mU/L/mmol2. DI: mU2/L/mmol.  
Mediana [range interquartile].  
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b) Rapporto Proinsulina/Insulina 
 
Crom Gene 
 
SNP Genotipo Proinsulina/Insulina padd 
10 TCF7L2  rs7903146 CC 0,47[0,31-0,68] ns 
   CT 0,5[0,35-0,7]  
   TT 0,51[0,35-0,66]  
10 HHEX  rs1111875 AA 0,46[0,33-0,68] ns 
   AG 0,5[0,33-0,7]  
   GG 0,47[0,33-0,68]  
3 IGF2BP2  rs4402960 AA 0,46[0,34-0,63] ns 
   AC 0,48[0,33-0,71]  
   CC 0,48[0,32-0,68]  
6 CDKAL1  rs7754840 CC 0,6[0,38-0,79] 0.003 
   CG 0,49[0,34-0,68]  
   GG 0,46[0,32-0,65]  
9 CDKN2A/2B rs10811661 AA 0,49[0,33-0,68] ns 
   AG 0,48[0,32-0,71]  
   GG 0,46[0,31-0,62]  
7 JAZF1  rs864745 AA 0,48[0,34-0,68] ns 
   AG 0,48[0,32-0,67]  
   GG 0,49[0,34-0,72]  
 Alto rischio  ≥7 0.48[0.33-0.66] ns 
 Basso rischio  ≤4 0.45[0.32-0.65]  
 
Mediana [range interquartile]. 
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Effetto genetico combinato.  
I portatori di un numero di alleli di rischio ≥7 sono stati definiti “ad alto rischio genetico”, quelli con ≤ 4 alleli di rischio 
“a basso rischio genetico” (vedi Analisi statistica). Nella coorte nessun soggetto era portatore di 12 alleli di rischio 
(range 0-11; Figura 2).  
 
 
Figura 2. Distribuzione del numero degli alleli di rischio nei soggetti della coorte.  
 
Barre bianche: soggetti non diabetici; barre nere: soggetti diabetici.  
 
 
 
 
Il peso alla nascita non era significativamente diverso tra i portatori di un alto e di un basso rischio genetico (3463.2 ± 
439 vs. 3469.7 ± 458 g, rispettivamente; p = ns), come prevedibile in base all’inconsistente effetto esercitato da ogni 
addizionale allele di rischio (beta = 4.9 [-8.4; +18.2] g; padd = ns). 
Il rischio di diabete tipo 2 era aumentato ~2 volte nel gruppo “ad alto rischio genetico” rispetto al gruppo “a basso 
rischio” (OR 1.97 [1.33-2.92], p =0.0006): per ogni variante in più aumentava il rischio del 16% previa correzione per 
età, genere e BMI (OR 1.16 [1.06-1.27], p = 0.0009).  
Tale rischio era più accentuato nei soggetti con un minore peso alla nascita (pinter = 0.00008). In particolare, nel più 
basso terzile di peso alla nascita il rischio di diabete era maggiore nel gruppo “ad alto rischio genetico” (OR 3.61 [1.85-
7.02], p = 0.001), con un rischio aumentato del 42% per ogni variante in più (OR 1.42 [1.22-1.66], padd = 9x10-6). 
D’altra parte, un basso peso alla nascita aumentava il rischio di diabete tipo 2 più nel gruppo “ad alto rischio genetico” 
che nell’intera coorte (OR per ogni kg in meno di peso alla nascita 4.38 [2.34-8.2] vs. 1.42 [1.09-1.84]).  
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Per rappresentare tale interazione in Figura 3 è rappresentata la prevalenza di diabete in accordo ai terzili di peso alla 
nascita e ai quintili di alleli di rischio.  
Infine, i soggetti non diabetici appartenenti “al gruppo ad alto rischio genetico” avevano anche una minore funzione 
beta cellulare rispetto ai soggetti “a basso rischio genetico” (tabella 5a e 5b) e ogni addizionale allele di rischio era 
associato a una sua riduzione del 4% (CIR30 e DI: beta = 0.04; padd = 0.037 e 0.04 rispettivamente). 
 
 
 
Figura 3. Prevalenza di diabete tipo 2 in accordo al peso alla nascita e al numero di alleli di rischio 
 
 
 
 
 
Peso alla nascita suddiviso in terzili (asse x); rischio genetico combinato suddiviso in quintili di alleli di rischio (asse z).  
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Discussione 
 
Il peso alla nascita è stato spesso utilizzato come un indicatore surrogato di sviluppo fetale durante la vita intrauterina. 
La durata normale della gestazione nella donna è di 37-41 settimane e la percentuale di soggetti nati a termine con un 
basso peso alla nascita – definito per convenzione < 2500 g – varia a seconda della popolazione considerata. Il neonato 
è generalmente considerato piccolo per l'età gestazionale in presenza di un peso alla nascita e/o di una lunghezza 
almeno 2 deviazioni standard al di sotto della media per età gestazionale nella popolazione di riferimento. Il peso alla 
nascita tuttavia non è sufficiente per discernere i diversi pattern di crescita fetale: neonati definiti piccoli possono aver 
raggiunto il loro potenziale di crescita “geneticamente determinato”- appartenendo alla coda sinistra della distribuzione 
normale di pesi alla nascita - in assenza di alcuno stress intrauterino. Al contrario, neonati con peso alla nascita nel 
range di “normalità” possono non aver raggiunto il loro massimo potenziale, per l'intervento di deficit nutrizionali in 
utero. A pesi alla nascita simili possono pertanto corrispondere pattern di crescita fetale molto diversi. Lo stato di 
nutrizione e di salute materna, nonché la funzionalità placentare, influenzano il peso alla nascita, costituendo ulteriori 
fattori confondenti (14). Infine, alcuni stress durante la vita intrauterina potrebbero teoricamente determinare alterazioni 
in organi chiave per lo sviluppo successivo di una patologia, senza influenzare necessariamente l'accrescimento fetale. 
In ogni caso, il peso e la lunghezza alla nascita, pur essendo, per i suddetti motivi, parametri semplicistici, 
rappresentano a oggi i marker di sviluppo fetale più facilmente accessibili ed economici, un requisito fondamentale ai 
fini di studi epidemiologici di adeguata dimensione e potere statistico. 
Il “Helsinki Birth Cohort Study (HBCS) ” è uno studio longitudinale che, grazie alla completezza dei dati raccolti e alla 
durata del follow-up, consente di esplorare gli effetti dell'ambiente intrauterino sulla regolazione del metabolismo 
glucidico più di 60 anni più tardi. Rappresenta pertanto uno scenario ideale per valutare se le varianti genetiche 
associate a diabete tipo 2 influenzano la nota relazione tra basso peso alla nascita e diabete tipo 2.  
La principale osservazione di questo studio è che un basso peso alla nascita amplifica il rischio di diabete conferito dalla 
combinazione degli alleli di rischio nelle 6 varianti studiate. In particolare, un profilo genetico “ad alto rischio” (più di 7 
alleli di rischio) potenziava la predisposizione al diabete tipo 2 dei soggetti con basso peso alla nascita; al contrario, un 
maggiore peso alla nascita sembrava controbilanciare il rischio conferito dal background genetico sfavorevole. E’ 
interessante che queste stime di rischio siano state corrette per il BMI corrente, un fattore riconosciuto per la sua 
capacità di interagire con il genotipo nella predisposizione a diabete tipo 2 (15).  
L’allele di rischio di rs7903146 (TCF7L2), un importante fattore predittivo di diabete tipo 2, non ha influenzato il peso 
alla nascita, diversamente da quanto emerso in una meta analisi in cui il peso alla nascita era maggiore nei portatori dei 
genotipi di rischio in TCF7L2, quando tale genotipo fosse ereditato dalla madre (16). Tuttavia le due conclusioni non 
sono confrontabili poiché per la nostra coorte, costituita da soggetti di età medio – avanzata, non sono disponibili 
informazioni sul genotipo parentale.  
E’ stato invece mostrato un effetto sul peso alla nascita di altre varianti geniche associate a diabete tipo 2. Il minore 
peso alla nascita osservato nei portatori dei genotipi di rischio della variante di HHEX suggerisce che l'accrescimento 
fetale possa essere rallentato in questi soggetti, forse per una precoce alterazione della funzione beta cellulare: l’insulina 
infatti è uno dei principali ormoni anabolici soprattutto durante la vita fetale. Un’associazione tra varianti geniche di 
HHEX e funzione beta cellulare è stata infatti osservata nel soggetto adulto, ma sono necessari ulteriori studi per 
verificare se esiste un’associazione con la secrezione insulinica del pancreas fetale o alla nascita. 
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Al contrario, i portatori dell'allele di rischio della variante nel locus CDKN2A/2B avevano un peso alla nascita 
maggiore. Per quanto detto sopra, non è stato possibile verificare se la presenza della stessa variante nella madre avesse 
favorito la presenza di un diabete gestazionale materno e di un conseguente iperinsulinismo fetale.  
In questa coorte abbiamo poi replicato l'associazione tra le varianti di rischio di TCF7L2 (17) e di HHEX (18) e 
un'alterazione della secrezione insulinica, nonché l’associazione tra la variante di rischio in CDKAL1 e un’alterata 
conversione della proinsulina in insulina (19). Ulteriori studi saranno necessari per chiarire se l’associazione con 
l’indice insulinogenico piuttosto che con il rapporto proinsulina/insulina sia effettivamente l’espressione di difetti a 
carico di specifiche tappe della sintesi e della secrezione insulinica nella beta cellula.  
Il nostro studio ha tuttavia alcuni limiti. Sebbene il “Helsinki Birth Cohort Study” sia, tra gli studi della stessa tipologia, 
quello con il maggiore numero di soggetti che hanno sviluppato diabete tipo 2, il potere statistico per identificare 
l’associazione con diabete rimane basso. Ciò può aver contribuito alla mancata replicazione di alcune associazioni 
riportate in letteratura.  
I risultati ottenuti possono comunque essere importanti nella pianificazione di indagini successive: per una corretta 
interpretazione dei dati sembra infatti fondamentale raccogliere informazioni sul genotipo parentale, sulla presenza 
eventuale di diabete gestazionale materno, sulla funzione placentare, sulla qualità della nutrizione materna, su eventuali 
infezioni durante la gravidanza e su fattori ormonali.   
In conclusione, i nostri risultati forniscono ulteriore evidenza che il peso alla nascita è un fattore capace di modificare la 
predisposizione genetica a sviluppare diabete tipo 2: uno screening genetico nei soggetti con basso peso alla nascita 
potrebbe pertanto selezionare soggetti a rischio molto alto da sottoporre a programmi di prevenzione primaria.  
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Conclusioni e prospettive future 
 
 
Il recente avvento degli studi di associazione su scala genomica ha rappresentato una sorta di rivoluzione copernicana 
del  modo in cui la comunità scientifica studia la patogenesi del diabete tipo 2. Tale approccio ha consentito infatti di 
ampliare le conoscenze precedenti e di identificare nuovi geni potenzialmente implicati dell’eziopatogenesi della 
malattia, il cui ruolo non era sospettato fino a pochissimi anni fa.  
La straordinaria mole di informazioni che ne è derivata, tuttavia, rischia di disorientare il ricercatore che, come un 
navigatore senza bussola, cerca di esplorare mari sconosciuti. Sono emersi seri problemi metodologici per interpretare i 
dati e dare la priorità ad alcuni risultati piuttosto che ad altri.  
In questa tesi abbiamo presentato alcuni esempi di come si possa esplorare l’interazione tra  varianti genetiche e fattori 
clinici e abbiamo cercato di evidenziare quanto la conoscenza del patrimonio genetico possa migliorare la 
classificazione del rischio di diabete rispetto alla sola conoscenza dei fattori clinici (età, sesso, peso alla nascita, BMI, 
profilo lipidico). Le informazioni aggiuntive che derivano dalla conoscenza dei fattori genetici rispetto a quelli clinici è 
spesso modesta negli score utilizzati per predire il rischio di diabete, ma è importante sottolineare che il valore 
predittivo della componente genetica aumenta nelle fasi più precoci della vita e della malattia. Infatti il patrimonio 
genetico è presente dall’inizio della vita di un individuo, già prima della nascita e molto prima dell’insorgenza di molti 
fattori clinici in età adulta, e, in quanto tale, la sua caratterizzazione può rappresentare uno strumento utile per 
selezionare soggetti ad alto rischio da sottoporre a un più attento follow-up e programmi di prevenzione mirata.   
Il rischio di sviluppare diabete tipo 2 durante la vita è del 40% per chi ha un genitore diabetico e circa del 70% per chi li 
ha entrambi diabetici e il rischio è più alto se è la madre che è diabetica. Inoltre il tasso di concordanza per diabete tipo 
2 tra gemelli monozigoti è del 70%, mentre tra dizigoti è del 20%–30%. 
Sebbene siano più di 40 i loci associati a oggi con diabete tipo 2 e/o con i tratti glicemici, questi spiegano solo una 
piccola parte della componente genetica e dell’ereditarietà della malattia (10-15%) e per molti loci non sono ancora 
conosciuti i polimorfismi e i geni che causano l’associazione riportata.   
L’approccio più utilizzato finora per superare i limiti del singolo GWAS sul diabete tipo 2 è stata la meta-analisi di 
GWAS che ha consentito di ampliare a dismisura la numerosità del campione identificando varianti comuni con un 
effetto molto modesto.  
Un altro approccio che ha fornito utili risultati è stato eseguire GWAS e relative meta-analisi sui tratti metabolici 
quantitativi anziché sul diabete come variabile dicotomica. Anche negli studi presentati in questa tesi, laddove non si 
riesca a identificare un’associazione con diabete, spesso si ottengono risultati significativi studiando la correlazione con 
la glicemia a digiuno, la glicemia a 2 ore e la secrezione insulinica.  , 
Tuttavia la speranza dei ricercatori risiede soprattutto nella caratterizzazione delle varianti rare (frequenza <0.05 e 
molto rare <0.01) che si pensa possano avere un effetto molto maggiore delle varianti comuni finora oggetto di studio, o 
delle varianti strutturali (numero di copie). Un risultato promettente in tal senso è stato dato molto recentemente dal 
risequenziamento degli esoni del gene MTNR1B, individuato inizialmente dai GWAS, che ha consentito 
l’identificazione di polimorfismi rari con un odds ratio > 3 per diabete tipo 2 (Bonnefond A et al), di gran lunga 
superiore a 1.4, l’odds ratio di TCF7L2, le cui varianti sono a oggi quelle con l’effetto maggiore tra i polimorfismi 
comuni.   
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Un’ipotesi alternativa è che le stime iniziali di ereditarietà ottenute dagli studi familiari rappresentino una sovrastima 
dell’effettiva componente genetica nella popolazione generale: i soggetti arruolati nei GWAS non necessariamente 
avevano uno o due genitori con diabete tipo 2.  
E’ plausibile comunque che l’identificazione di varianti con effetto maggiore possa migliorare la capacità predittiva dei 
fattori genetici rispetto a quanto ottenuto finora.  
Esistono alcuni limiti nell’approccio attuale alla genetica del diabete, in particolare nello studio delle interazioni tra 
geni,  delle interazioni tra geni e fattori ambientali e dell’epigenetica.  
Per identificare l’interazione tra i polimorfismi i ricercatori sono spesso ricorsi alla somma degli alleli di rischio delle 
singole varianti (un rischio genetico combinato), secondo un modello additivo, come riportato anche in alcune analisi di 
questa tesi. In alcuni casi sono stati introdotti coefficienti per calcolare un rischio genetico combinato “ponderato”, 
riconoscendo un “peso” diverso alle singole varianti sulla base delle associazioni individuali.  
Questi accorgimenti, per quanto rappresentino uno strumento utile da usare per gli studi  epidemiologici, rischiano 
tuttavia di semplificare in modo eccessivo le interazioni tra i geni coinvolti, specialmente in assenza di una conoscenza 
certa dei meccanismi biologici che i diversi geni influenzano.  
La comprensione dell’interazione tra le varianti genetiche e i fattori ambientali (dieta, attività fisica, condizioni 
intrauterine, altri non noti) rappresenta un’ulteriore sfida, in particolar modo per la difficoltà nel definire in modo 
preciso e standardizzato i fattori  ambientali. Gli studi che hanno cercato di affrontare questa problematica hanno 
utilizzato, come spesso accade negli studi epidemiologici, strumenti grossolani come i questionari somministrati ai 
partecipanti, ma ciò probabilmente impedisce di identificare con precisione le interazioni esistenti e amplifica in modo 
esponenziale la numerosità del campione necessaria.  
Infine, non deve essere trascurato il ruolo dell’epigenetica, che consiste nelle variazioni ereditarie della funzione di un 
gene a parità di sequenza nucleotidica. Le modifiche epigenetiche possono essere trasmesse tra generazioni successive 
di cellule (mitosi) e di individui (meiosi). Le principali modifiche epigenetiche conosciute (metilazioni del DNA e 
modifiche degli istoni) possono infatti influenzare la risposta del genoma ai fattori ambientali durante la vita di un 
individuo.  
In conclusione, la capacità crescente di individuare molteplici polimorfismi non consente solo una migliore predizione 
del rischio di diabete, ma apre idealmente nuove interessanti prospettive: comprendere meglio la patogenesi di una 
condizione estremamente eterogenea, selezionare con maggiore accuratezza i soggetti da arruolare nei trial clinici, 
identificare nuovi bersagli terapeutici (farmaco-genomica) e definire nuove strategie per la diagnosi precoce, la 
prevenzione, e un trattamento personalizzato del diabete mellito.  
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